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Zusammenfassung 
Die Entdeckung eines zweiten Östrogenrezeptor-Subtyps (ERβ) hat das Verständnis 
der Wirkungsweise von Östrogenen auf den Körper erweitert. Viele der positiven 
Wirkungen von Östrogenen werden ERβ zugeschrieben, so dass die Entwicklung 
ERβ selektiver Agonisten vielfältige und neuartige pharmakologische Therapie-
ansätze zur Behandlung von Krankheiten, die mit dem Östrogensignalweg 
zusammenhängen, eröffnet. 
Im Darm, wo in erster Linie ERβ exprimiert wird, zeigen Studien in einem Modell 
chronisch-entzündlicher Darmerkrankungen (CED), dass steroidale ERβ-Agonisten 
die Ausprägung der Inflammationsparameter im Gewebe reduzieren. Da einige 
sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe, sog. Phytoöstrogene, ebenfalls mit erhöhter Affinität 
an ERβ binden, erscheint ein gezielter Einsatz phytoöstrogenreicher Ernährung oder 
von Phytoöstrogenpräparaten zur Behandlung von CED möglich. Interessanterweise 
ist die Inzidenz von CED in ostasiatischen Ländern mit phytoöstrogenreicher 
Ernährung weit geringer als in westlichen Ländern. Bislang fehlen jedoch ex-
perimentelle Studien, insbesondere für das Phytoöstrogen Genistein, die diese 
Zusammenhänge näher untersuchen. 
Die vorliegende Arbeit untersuchte in Modellsystemen für CED die anti-
inflammatorischen Eigenschaften von Phytoöstrogenen, speziell von Genistein, und 
stellte einen Vergleich mit synthetischen ER-selektiven Liganden sowie dem natür-
lichen Östrogen 17β-Östradiol (E2) her, um Rolle und Ausmaß einer Involvierung der 
beiden ER Subtypen zu evaluieren. 
Im Rahmen von tierexperimentellen Studien wurde der Einfluss der Testsubstanzen 
auf Ausprägung und Verlauf einer Kolitis untersucht. Dazu sind anerkannte 
Tiermodelle wie die HLA-B27 transgene Ratte sowie die TNBS (2,4,6-Trinitro-
benzensulfonsäure)-induzierte Kolitis in 10-12 Wochen alten Wistar-Ratten heran-
gezogen und inflammatorische Endpunkte auf verschiedenen Ebenen analysiert 
worden: Außer der Messung von Körper- und relativem Kolongewicht wurden 
morphologisch-histologische Parameter in Dünnschnitten des Kolons ausgewertet. 
Auf molekularer Ebene wurden mRNA- und Proteinexpression des inflammations-
assoziierten Gens Cyclooxygenase-2 (COX-2) sowie des Proliferationsmarkers 
PCNA analysiert; mit der Messung der Myeloperoxidase (MPO)-Aktivität im Kolon 
fanden zusätzlich Untersuchungen auf enzymatischer Ebene statt.  
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In einem Ernährungsexperiment, in dem eine Gruppe der Tiere bereits in utero sowie 
postnatal über Muttermilch und Futter hohen Phytoöstrogenspiegeln ausgesetzt war, 
zeigten sich wider Erwarten keine antiinflammatorischen Effekte auf die akute Aus-
prägung der induzierten Kolitis nach drei Tagen. Stattdessen waren die untersuchten 
Parameter bei dieser Ernährungsform (gegenüber prä- und postnatal normal er-
nährten Tieren) verstärkt. Dagegen bewirkte eine orale Verabreichung von Genistein 
(100 mg/kg KG/Tag) 14 Tage nach TNBS-Stimulation eine Unterdrückung der mRNA 
Expression von COX-2 und der MPO-Aktivität im Darm. Eine subkutane Verab-
reichung von Genistein (10 mg/kg KG/Tag), eines steroidalen ERβ-selektiven 
Agonisten (100 µg/kg KG/Tag), oder von 17β-Östradiol (4 µg/kg KG/Tag) führte 
hingegen zu keiner signifikanten Einflussnahme auf die untersuchten Parameter in 
der akuten Phase der Inflammation. 
Um die molekularen Grundlagen einer antiinflammatorischen Wirkung von E2, 
synthetischen ERα- und ERβ-spezifischen Agonisten und von Genistein zu 
charakterisieren, wurden in vitro Studien mit den Kolonkarzinomzelllinien HT-29 und 
Caco-2 durchgeführt. Hierzu wurden die Zellen mit Interleukin-1β (IL-1β) stimuliert, 
was eine Induktion der inflammationsassoziierten Gene COX-2 und IL-6 auf mRNA 
Ebene bewirkte.   
Auch in vitro konnten für die getesteten Substanzen keine antiinflammatorischen 
Effekte in Form einer Inhibition der induzierten mRNA von COX-2 und IL-6 
beobachtet werden. Eine Vorbehandlung mit Östradiol bewirkte in beiden Zelllinien 
eine verstärkte Induktion von COX-2 und IL-6, während die ER-spezifischen Li-
ganden und Genistein keine signifikanten Effekte auf die IL-1β stimulierte Zellantwort 
ausübten. 
Die verstärkende Wirkung von E2 war dosisabhängig und ließ sich durch Ko-
Behandlung mit dem Antiöstrogen ICI 182780 inhibieren, was auf eine Rolle von ER 
bei der Vermittlung dieses Effekts schließen ließ. Weitere Analysen ergaben jedoch, 
dass ERα und ERβ von beiden Zelllinien nur schwach, bzw. gar nicht exprimiert 
werden.  
Eine Transfektion von HT-29 Zellen mit ERα konnte die inflammationsverstärkende 
Wirkung von E2 abfangen und deutlich unter das Niveau der Induktion durch IL-1β 
senken. Nach einer Transfektion mit ERβ konnte lediglich ein schwach hemmender 
Effekt beobachtet werden. 
Zusammenfassung 
 
XV 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten die in der Literatur beschriebenen 
antiinflammatorischen Effekte ERβ-selektiver Substanzen zumindest in CED-
Modellen akuter Kolitis nicht bestätigen.  
Vielmehr wurde gezeigt, dass eine lebenslange phytoöstrogenreiche Ernährung das 
Ausmaß einer akuten Kolitis verstärken kann. Allerdings deutet sich an, dass das 
Isoflavon Genistein bei der Regeneration des geschädigten Darmgewebes im 
chronischen Erkrankungsverlauf eine unterstützende Wirkung besitzt und damit auch 
zur Prävention einer Entstehung von Kolonkarzinomen als Spätfolge von CED 
beitragen könnte. 
Im Hinblick auf die molekularen Mechanismen der antiinflammatorischen Wirkung 
östrogen wirksamer Substanzen weisen die in vitro Ergebnisse darauf hin, dass 
diese über die Transaktivierung von ER vermittelt sind und eine Interaktion mit dem 
NFκB Signalweg beinhalten. Es konnte insbesondere für ERα ein antiin-
flammatorisches Potenzial nachgewiesen werden. 
Gleichzeitig macht die Arbeit deutlich, dass es bei der Modellierung komplexer 
inflammatorischer Erkrankungen des Darms einer vorsichtigen Auswahl und Ab-
stimmung der Modellsysteme bedarf und auch die Auswahl der inflammatorischen 
Parameter strengen Kriterien unterzogen werden muss. 
Mit der Etablierung des Systems der TNBS-induzierten Kolitis und einer geplanten 
stabilen Transfektion von Kolonkarzinomzellen mit den ER-Subtypen sollten sich die 
in dieser Arbeit erarbeiteten Hypothesen in zukünftigen Untersuchungen weiter 
überprüfen lassen. Damit ließe sich die genaue Rolle von ER-selektiven Liganden in 
pharmazeutischen Produkten und in der Nahrung bei der Behandlung und Prä-
vention von CED aufklären. 
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1 Einleitung 
1.1 Derzeitiger Forschungsstand 
Die Zeiten, in denen Östrogene ausschließlich als „weibliche“ und Androgene als 
„männliche“ Hormone galten gehören der Vergangenheit an. Längst hat man er-
kannt, dass Östrogene auch im männlichen Organismus wichtige Aufgaben in der 
Gewebehomöostase übernehmen und die immens wichtige Rolle der Androgene als 
Vorläufermoleküle in der Östrogen-Biosynthese im weiblichen Organismus erklärt 
sich von selbst. 
Die Endokrinologie als Lehre von der Wirkung der Hormone hat in jüngster 
Vergangenheit den Niedergang einer Reihe von Paradigmen erlebt. 
So brachte die Entdeckung eines zweiten Östrogenrezeptors (ER) durch eine Ar-
beitsgruppe um Gustafsson (Kuiper et al. 1996) die endokrinologische Gemeinde in 
Aufruhr. 
Hierdurch wurde es möglich, die unterschiedlichen Wirkungen von Östrogenen in 
verschiedenen Organen aus einer ganz neuen Perspektive zu betrachten und über 
die molekularen Grundlagen dieses Wirkspektrums neue Hypothesen aufzustellen. 
Gleichzeitig eröffnet die Existenz zweier ER vielfältige und neuartige pharma-
kologische Therapieansätze zur Behandlung von Krankheiten, die mit dem Östro-
gensignalweg zusammen zu hängen scheinen.  
 
Analysen zur Gewebeverteilung der ER-Subtypen (Kuiper et al. 1997, Pfaffl et al. 
2001) zeigen, dass diese von Gewebe zu Gewebe stark variiert. So wird im Darm in 
erster Linie ERβ exprimiert. Tests mit selektiven Liganden für diesen Subtyp zeigen, 
dass die Aktivierung ERβ-vermittelter Signaltransduktion in der Lage ist, In-
flammationsparameter in einem Modell chronisch-entzündlicher Darmerkrankungen 
(CED) wie Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa zu normalisieren (Harris et al. 2003). 
Auf diese Weise ergeben sich Möglichkeiten, das bekannte antiinflammatorische 
Potenzial von Östrogenen (Miyamoto et al. 1999, Bruce-Keller et al. 2000, Maggi et 
al. 2001, Evans et al. 2002) zu nutzen, ohne die unerwünschten, durch ERα ver-
mittelten Nebenwirkungen wie die Steigerung der Proliferation in Brust- und Uterus-
epithel.  
Die Entdeckung, dass einige pflanzliche Substanzen, sog. Phytoöstrogene, mit 
erhöhter Affinität an ERβ binden (Kuiper et al. 1997, Kuiper et al. 1998) erweitert das 
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Spektrum möglicher Therapeutika, sodass ein gezielter Einsatz phytoöstrogenreicher 
Ernährung oder von Phytoöstrogenpräparaten zur Behandlung von CED möglich 
erscheint.  
Epidemiologische Studien deuten darauf hin, dass die Inzidenz von CED in 
ostasiatischen Ländern, in denen hohe Phytoöstrogenspiegel mit der Nahrung auf-
genommen werden, weit unter der westlicher Länder liegt (Loftus 2004). Dennoch 
fehlen Studien unter kontrollierten Bedingungen, besonders für das Phytoöstrogen 
Genistein, um diese Hypothese verifizieren oder falsifizieren zu können. 
1.2 Zielsetzung der Arbeit und Vorgehensweise 
Die vorliegende Arbeit untersucht den Einfluss mehrerer ER-Liganden auf die 
Ausprägung ausgewählter inflammatorischer Parameter in Modellsystemen für 
chronisch-entzündliche Darmerkrankungen.  
 
Dabei geht es primär um die Beantwortung von vier Fragen: 
 
(1) Wie wirksam sind die untersuchten ER-Liganden in Modellen der CED? 
(2) Wirken Phytoöstrogene und insbesondere Genistein in CED-Modellen anti-
inflammatorisch? 
(3) Welche Mechanismen liegen der antiinflammatorischen Wirkung von ER-
Liganden zugrunde? 
(4) Wie tauglich sind die verwendeten Modellsysteme zur Untersuchung der drei 
vorigen Fragen? 
 
Um für dieses Krankheitsbild möglichst verallgemeinerbare Ergebnisse zu erlangen, 
gliedert sich die experimentelle Vorgehensweise in zwei Komplexe: 
 
1. Zunächst soll im Tierexperiment an gängigen in vivo Modellen für CED untersucht 
werden, wie sich die zu testenden Substanzen im komplexen Organismus auf 
inflammatorische Parameter auswirken. Die durchgeführten Teilstudien basieren 
wiederum auf unterschiedlichen Fragestellungen:  
a) Welche Wirkungen zeigt die subkutane Applikation steroidaler ER-spezifischer 
Liganden und von Genistein in einem transgenen Modell spontan auftretender 
chronischer Kolitis (HLA-B27 Ratte)? 
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b) Welchen Einfluss hat eine zehntägige subkutane Vorbehandlung und 
anschließende dreitägige Ko-Behandlung mit steroidalen ERβ-spezifischen Li-
ganden und Genistein auf die akute Ausprägung einer chemisch mit TNBS 
induzierten Kolitis? 
 
c) Welchen Einfluss hat oral verabreichtes Genistein auf die chronische 
Ausprägung einer chemisch induzierten Kolitis während und nach 14 Tagen 
Behandlungszeit? 
 
d) Wie wirkt sich eine lebenslange phytoöstrogenreiche Ernährung auf die akute 
Ausprägung einer chemisch induzierten Kolitis bei Ratten aus? 
 
Die Untersuchungen wurden auf unterschiedlichen Ebenen durchgeführt. Erstens 
wurden die Entwicklung des Körpergewichts, Menge der Futteraufnahme, Anzahl der 
Leukozyten im Blut, Entwicklung des Stuhlbildes und relative Organgewichte ana-
lysiert. Anschließend fand eine histologische Untersuchung des Kolongewebes statt. 
Weiterhin wurden auf molekularer Ebene mittels RealTime RT-PCR und Western 
Blot Markergene und -proteine für Entzündung und Proliferation, im besonderen 
COX-2 und PCNA, untersucht. 
 
2. Für ein besseres Verständnis der Mechanismen, die den Effekten einer 
Behandlung mit ER-spezifischen Liganden und Genistein auf zellulärer Ebene 
zugrunde liegen, wurden im zweiten Komplex Studien in vitro an Zellkulturen 
durchgeführt. Hier ging es insbesondere um die Fragestellung, welche Verän-
derungen unterschiedliche Konzentrationen und Kombinationen von ER-Liganden in 
der mRNA Expression der inflammatorischen Markergene Cyclooxygenase-2 (COX-
2) und Interleukin-6 (IL-6) bei inflammatorisch stimulierten und unstimulierten 
Adenokarzinomzellinien des Kolons bewirken. Diese Untersuchungen wurden mittels 
RealTime RT-PCR durchgeführt. 
1.3 Gliederung der Arbeit 
Die vorliegende Dissertation ist in fünf Kapitel untergliedert. Das erste Kapitel gibt 
einen Überblick über das behandelte wissenschaftliche Feld und stellt in kurzer Form 
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den derzeitigen Forschungsstand und bestehenden Forschungsbedarf vor. Daneben 
werden die Zielsetzung der Studie und die Vorgehensweise im Rahmen der vor-
liegenden Arbeit erläutert. In Kapitel 2 werden die Grundlagen östrogener Wirkung, 
östrogenrezeptor-vermittelter Signaltransduktion und chronisch-entzündlicher Darm-
erkrankungen sowie deren Verbindung miteinander vorgestellt. Dies geschieht auf 
der Basis einer Revision der derzeitig vorliegenden wissenschaftlichen Literatur. Eine 
Beschreibung der verwendeten Materialien und Methoden findet sich in Kapitel 3. Die 
erarbeiteten Ergebnisse werden in Kapitel 4 vorgestellt und in Kapitel 5 auf der 
Grundlage wissenschaftlicher Veröffentlichungen diskutiert. Hier werden zudem Em-
pfehlungen für, sowie ein Ausblick auf weitergehende Forschungsarbeiten gegeben.  
 
  
 
Hintergrund und Literaturbesprechung 5 
2 Hintergrund und Literaturbesprechung 
2.1 Allgemeine Grundlagen östrogener Wirkung 
Das Steroidhormon Östrogen spielt im Organismus von Vertebraten eine vielfältige 
Rolle: Es ist an Prozessen der Differenzierung, Entwicklung und Homöostase betei-
ligt und wirkt dabei auf eine Reihe unterschiedlicher Organe. Hierzu gehören 
klassischerweise die Gewebe des weiblichen und männlichen Reproduktionstraktes. 
Aber auch Knochen, das Zentrale Nervensystem (ZNS), das Kardiovaskularsystem 
und eine Vielzahl weiterer Gewebe und Zellen werden von Östrogenen beeinflusst 
(Korach et al. 1994). Um zelluläre Effekte auslösen zu können, muss Östrogen wie 
alle anderen Steroidhormone im Regelfall an einen spezifischen Rezeptor binden, 
der anschließend verschiedene Signalwege aktiviert; im Falle von Östrogen sind dies 
die Östrogenrezeptoren.  
 
Die Östrogenrezeptoren gehören zu den Kernrezeptoren (NR), einer Familie 
liganden-aktivierter Transkriptionsfaktoren, zu denen auch alle anderen Steroid-
rezeptoren und die Thyroid- und Retinoidrezeptoren gehören. Die Bindung eines 
Liganden an den Rezeptor resultiert in einer Assoziation des Rezeptors mit hormon-
responsiven DNA-Elementen in regulatorischen Regionen bestimmter Zielgene. 
Beeinflusst durch Interaktionen mit Ko-Aktivator- und Ko-Repressorproteinen führt 
dies in der Regel zu Änderungen in der Transkriptionsrate NR-regulierter Gene 
(Dahlman-Wright et al. 2003). 
2.2 Strukturelle Grundlagen 
Die Primärstruktur der ER besteht aus mehreren Domänen, die funktionell und 
strukturell konserviert sind, und entspricht der allgemeinen Primärstruktur aller Kern-
rezeptoren. Insgesamt können sechs Domänen (A-F) unterschieden werden, von 
denen die wichtigsten an dieser Stelle näher erläutert werden. 
 
2.2.1 DNA-Bindungs-Domäne (DBD)/C-Domäne 
Um eine direkte Interaktion mit der DNA eingehen zu können, müssen die ER an 
diese binden. Hierzu dienen bestimmte DNA-Sequenzen, sogenannte „Estrogen-
Responsive-Elements“ (ERE), die sich zumeist in der 5’-flankierenden Region 
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östrogen-responsiver Gene befinden. Das Konsensus-ERE besteht aus zwei 
invertierten palindromischen Sequenzen, die durch drei variable Nukleotide (n) von-
einander getrennt sind (GGTCAnnnTGACCG) (Nardulli 2003). 
ER binden als Dimere mit der DNA-Bindungs-Domäne an diese ERE (Kumar & 
Chambon 1988, Schwabe et al. 1993). Die DBD beinhaltet zwei Zinkfingermotive, in 
denen acht Cysteinreste um zwei Zinkionen gruppiert sind (Pettersson & Gustafsson 
2001). Innerhalb dieser Motive befinden sich zwei amphipathische α-Helices. Die 
Erkennungshelix jedes Monomers interagiert mit der Hauptrinne der DNA-Helix und 
formt ein Netzwerk aus Wasserstoffbrücken mit spezifischen Nukleotiden des ERE. 
Beide Monomere interagieren miteinander über je eine Dimerisierungsdomäne (D-
box) (Forman & Samuels 1990), die zwischen den beiden α-Helices lokalisiert sind 
(Nardulli 2003). Die DBD ist die am höchsten konservierte Domäne des Rezeptors 
(Freedman 1992, Glass 1994, Dahlman-Wright et al. 2003). 
 
 
 
Abb. 2.1: Interaktion zwischen der DBD eines dimerisierten Kernrezeptors (in diesem Fall eines 
Androgenrezeptor-Dimers) und dem Responsive Element eines DNA-Abschnitts. Quelle: 
http://www.molfunction.com/images/gallery2/dbd15.gif (18.03.2007). 
2.2.2 Liganden-Bindungs-Domäne (LBD)/E-Domäne 
Für die Bindung des Liganden an den ER ist die LBD verantwortlich, die am C-
Terminus des Rezeptors lokalisiert ist und spezifisch mit einer Vielfalt natürlicher und 
synthetischer Östrogene und Antiöstrogene interagiert. Sie besteht aus 12 α-Helices, 
die einen keilförmigen Eingang bilden, an dessen Ende sich eine hydrophobe Tasche 
befindet, in der die Liganden binden können (Wurtz et al. 1996). Diese Tasche ist bei 
ERα und ERβ unterschiedlich geformt, was die Bindung verschiedener Liganden 
zulässt. Die Bindung eines Östrogens resultiert in der Positionierung von Helix 12 
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über der Liganden-Bindungs-Tasche. Diese Konfiguration vereinfacht die Interaktion 
zwischen Rezeptor und Ko-Aktivatoren (Shiau et al. 1998). Binden Antiöstrogene, 
transloziert Helix 12 in eine Position, in der die Bindungsstelle für Ko-Aktivatoren ver-
deckt ist (Brzozowski et al. 1997, Shiau et al. 1998). Auch Zwischenpositionen sind 
möglich, was die unterschiedliche Transaktivierung verschiedener östrogen wirk-
samer Substanzen erklären könnte (Pike et al. 1999). 
Bindet ein Östrogen an die LBD, führt dies zur Konformationsänderung des ER, was 
eine Dimerisierung zweier ER-Moleküle ermöglicht (Nardulli 2003, Dahlman-Wright 
et al. 2003). 
2.2.3 Aktivierungsfunktionen AF-1 und AF-2 
Zwei sog. Aktivierungsfunktionen (AF) vermitteln die transkriptionelle Aktivität bei ER: 
AF-1 (ERα) und AF-2 (ERα und ERβ). Diese befinden sich in unterschiedlichen Regi-
onen der Rezeptoren und sind keine strukturellen, sondern funktionelle Domänen. 
AF-1 liegt in der N-terminalen A/B-Domäne und ist liganden-unabhängig (Pettersson 
2001). Sie kann durch verschiedenste Faktoren wie cAMP, Dopamin und Wachs-
tumsfaktoren aktiviert werden (Herynk & Fuqua 2004). AF-2 ist liganden-abhängig 
und auf Helix 12 der LBD lokalisiert.  
Die Aktivität von AF-1 und AF-2 variiert je nach zellulärem Umfeld und Art der 
Promoter (Tzukerman et al. 1994), sodass eine der beiden Formen dominieren kann, 
bzw. beide gleichberechtigt sind. Weiterhin ist eine differentielle Aktivierung abhängig 
von der Art des Liganden möglich (Pearce et al. 2004). So nimmt die Variabilität der 
durch ER hervorgerufenen transkriptionellen Effekte im zellulären Kontext zu. 
 
  
Abb. 2.2: Diagramm-Darstellung der Domänenstruktur sowie der Lokalisierung der funktionellen 
Einheiten eines Östrogenrezeptors. Die Buchstaben A-F bezeichnen die einzelnen Domänen. Aus: 
Nilsson et al. 2001. 
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2.2.4 Struktureller Vergleich ERα und ERβ 
Bereits 1985 wurde der erste ER-Subtyp aus MCF-7-Brustkrebs-Zellen kloniert 
(Walter et al. 1985). Obwohl nicht alle Forschungsdaten mit der Existenz lediglich 
eines einzelnen ER vereinbar waren, bestand in der Forschergemeinde eine allge-
meine Akzeptanz, dass nur ein einziger ER existiere (Dechering et al. 2000). Es 
dauerte 10 Jahre, bis ein zweiter Subtyp des ER kloniert werden konnte (Kuiper et al. 
1996, Mosselman et al. 1996). Im Zuge dieser Entdeckung erhielt der zuerst 
entdeckte Subtyp den Namen ERα, der zweite die Bezeichnung ERβ. 
Dass es sich bei beiden Subtypen nicht um Splicevarianten oder eine Mutation 
handelt, wird durch die räumlich getrennte Lokalisation der für beide Rezeptoren 
kodierenden Gene auf Chromosom 6 (ERα) und Chromosom 14 (ERβ) deutlich 
(Enmark et al. 1997).  
Beide Rezeptoren besitzen die gleiche Grundstruktur, weisen aber innerhalb der 
einzelnen Domänen mehr oder weniger starke Unterschiede in der Primärstruktur 
auf. Mit 530 Aminosäuren (AS) (Mosselman et al. 1996, Ogawa et al. 1998) ist das 
humane ERβ Molekül 65 AS kürzer als das humane ERα Molekül (595AS) (Greene 
et al. 1986). Dieser Unterschied betrifft in erster Linie die A/B Domäne, deren Se-
quenzhomologie lediglich 30% beträgt (Pearce & Jordan 2004). Diese geringe 
Übereinstimmung könnte die fehlende AF-1 Aktivität bei ERβ erklären (Hall et al. 
1999). Auch die D-Domäne (Gelenkdomäne) weist nur 30% Homologie auf (Pearce 
& Jordan 2004). 
Die höchstkonservierte Domäne innerhalb der ER ist die DBD. Eine Identität von 
96% ermöglicht es beiden Rezeptoren, an sehr ähnliche DNA-Sequenzen wie die 
ERE zu binden (Pearce & Jordan 2004). 
Die LBD ist in ihrer Sequenzhomologie inhomogen aufgebaut. Bei einer Gesamt-
identität von 53-60% (Dechering et al. 2000, Pearce & Jordan 2004), weist AF-2 auf 
Helix 12 eine sehr hohe Homogenität auf (Dechering et al. 2000), während Helix 9 
bei beiden Subtypen sehr unterschiedlich aufgebaut ist (Ogawa et al. 1998, 
Brzozowski et al. 1997). Die Variabilität innerhalb der DBD bedingt Unterschiede in 
der Liganden-Bindungs-Spezifität und ermöglicht die Entwicklung subtypspezifischer 
ER-Liganden zu therapeutischen Zwecken (s.u.) (Pearce & Jordan 2004). 
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Abb. 2.3: Strukturelle Homologie zwischen den einzelnen Domänen von ERα und ERβ in %. Die 
Nummerierung bezieht sich auf die Sequenz der Aminosäuren. 
2.3 Wirkmechanismen 
2.3.1 Genomische Mechanismen 
2.3.1.1 Klassischer ER-Signalweg 
Der klassische Weg der ER-vermittelten Signaltransduktion ist die Änderung der 
transkriptionellen Aktivität eines Zielgens nach vorheriger Aktivierung des ER durch 
ein Östrogen. Hierbei diffundiert das Östrogen durch die Zellmembran ins Cyto-
plasma, wo es an die LBD eines ERα oder ERβ-Monomers bindet. Die mit  Liganden 
komplexierten ER translozieren daraufhin in den Nukleus und bilden Homo- oder 
Heterodimere. Diese binden über die DBD an spezielle ERE in den Promotern der 
Zielgene und nach Rekrutierung verschiedener Ko-Regulatoren kommt es zur Ände-
rung der transkriptionellen Aktivität in Form gesteigerter oder verminderter 
Transkription des Zielgens. 
2.3.1.2 Interaktion mit Activation Protein 1 (AP-1) 
Aber auch ohne das Vorhandensein eines ERE ist eine direkte Beeinflussung der 
Transkription möglich. Östrogen-gebundene ERα interagieren über das Fos und Jun 
Heterodimer mit dem Aktivierungsprotein-Response-Element AP-1, was zur Akti-
vierung AP-1-regulierter Transkription führt (Umayahara et al. 1994). Hierbei 
verhalten sich liganden-gebundene ER-Subtypen gegensätzlich. Während ein durch 
Östrogen gebundener ERβ die AP-1 regulierte Transkription hemmt, aktiviert er diese 
in Gegenwart von Antiöstrogenen (Paech et al. 1997).  
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2.3.1.3 ER-NFκB-Interaktion 
Eine Regulation von Genexpression ist auch durch Protein-Protein-Interaktionen mit 
anderen Transkriptionsfaktoren möglich. Ein solcher Faktor ist der Nuclear Factor κB 
(NFκB), ein dimerer Transkriptionsfaktor, der sich aus Komplexen der Rel-Familie 
zusammensetzt und der die Expression einer Vielzahl von Genen reguliert, die eine 
Schlüsselrolle in frühen Prozessen von Immunantwort und Inflammation spielen 
(Ghisletti et al. 2005, Keith et al. 2005, Wissink et al. 1998, Libermann et al. 1990). 
ER können mit NFκB interagieren (Evans et al. 2001). So ist eine Bindung an eine 
NFκB Untereinheit möglich, die die Bindung des Transkriptionsfaktors an seine DNA-
Bindungsstelle verhindert (Nilsson et al. 2001). Dies konnte am Beispiel des pro-
inflammatorischen Cytokins Interleukin 6 (IL-6) nachgewiesen werden (Galien et al. 
1997, Ray et al. 1997). 
Aber auch weitere Interaktionswege sind denkbar: So ist bekannt, dass Trans-
aktivierung des Glukokortikoidrezeptors (GR) die Expression von IκB steigert. Dieser 
Faktor ist im inaktivierten Zustand an NFκB gebunden und inhibiert dessen Trans-
lokation in den Nukleus und sukzessive dessen Bindung an das NFκBRE (Wissink et 
al. 1998). Durch die Ähnlichkeit von ER und GR ist dies auch bei ER denkbar. 
Ghisletti et al. (2005) beschrieben zudem die Hemmung der Translokation von NFκB 
in den Nukleus, die allerdings nur durch ERα hervorgerufen zu sein scheint. 
In Bezug auf antiinflammatorische Wirkungen von Östrogenen besonders im Zu-
sammenhang mit chronisch-entzündlichen Erkrankungen des Darmtraktes scheint 
die ER-NFκB-Interaktion von hoher Bedeutung zu sein (s.u.). 
 
 
Abb. 2.4: Schematische Übersicht über unterschiedliche Modi der direkten und indirekten Modulation 
von Transkription durch Östrogenrezeptoren. Aus: Nilsson et al. 2001. 
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2.3.1.4 Ko-Regulatoren 
Die Initiierung von Transkription ist ein komplexer Prozess, der die Interaktion vieler 
Proteine mit dem Promotor des Zielgens erfordert (Pearce 2004). Auch im Falle der 
Transkriptionsinduktion durch NR sind solche Proteine involviert (Katzenellenbogen 
1996). Solche Faktoren, die die Transkription verstärken oder hemmen, werden als 
Ko-Regulatoren oder Ko-Faktoren bezeichnet und lassen sich in Ko-Aktivatoren, Ko-
Integratoren und Ko-Repressoren unterscheiden (McKenna et al. 1999, Pettersson 
2001). 
Die Interaktion vieler Ko-Regulatoren mit NR erfolgt über sog. NR-Boxen, die die 
Konsensaminosäuresequenz LXXLL tragen, wobei L für Leucin und X für beliebige 
Aminosäuren steht (Heery et al. 1997). Die Mehrzahl der Ko-Regulatoren bindet an 
die LBD der NR und verbindet diese mit der basalen Transkriptionsmaschinerie und 
den Chromatin-Komponenten (Pettersson 2001, Dahlmann-Wright et al. 2003, 
Dechering et al. 2000).  
2.3.1.4.1 Ko-Aktivatoren 
Ko-Aktivatoren sind Proteine, die Transkription verstärken. Zu den für ER relevanten 
Ko-Aktivatoren zählen die Steroidrezeptor-Ko-Aktivatoren (SRC), die Mitglieder der 
p160 Familie sind und von denen bisher drei bekannt sind: SRC-1, SRC-2 (TIF2) und 
SRC-3. SRC-1 interagiert mit der LBD von ER in einer ligandenabhängigen Weise 
und vermittelt Interaktionen zwischen den Aktivierungsfunktionen AF-1 und AF-2. 
SRC-1 und SRC-3 besitzen Histon-Acetyltransferase-Aktivität, was darauf hinweist, 
dass sie in der Remodellierung des Chromatins involviert sind und damit die 
Voraussetzungen für den Zugang von Transkriptionsfaktoren an die DNA schaffen. 
Außerdem enthalten sie eine CREB Binding Protein (CBP) Interaktions-Domäne. 
SRC wirken teilweise ER-subtypspezifisch. So verstärkt SRC-3 die ERα-vermittelte 
Transkription, nicht aber jene von ERβ. Somit gibt es Unterschiede bzgl. der Ko-
Aktivator-Rekrutierung zwischen beiden ER. 
2.3.1.4.2 Ko-Integratoren 
p300 und CBP agieren synergistisch mit ligand-aktiviertem ERα und verstärken 
demnach Transkription (Kraus et al. 1998). Da sie nicht selbst an DNA binden, 
sondern durch andere Transkriptionsfaktoren wie SRC-1 rekrutiert werden, sind sie 
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keine Ko-Aktivatoren, sondern werden als Ko-Integratoren bezeichnet (Pearce & 
Jordan 2004). 
2.3.1.4.3 Ko-Repressoren 
Die dritte Gruppe der Ko-Regulatoren verringert Transkription. Zu den für ER 
relevanten Ko-Repressoren zählen der Nuclear Rezeptor-Ko-Repressor (NCoR) und 
der Silencing Mediator for Retinoid and Thyroid Hormone Receptor (SMRT) (Pearce 
& Jordan 2004, Pettersson & Gustafsson 2001). Diese interagieren mit nicht 
liganden-gebundenen Rezeptoren, was die liganden-unabhängige Rekrutierung von 
Ko-Aktivatoren behindert. Auch hier gibt es ER-subtypspezifische Unterschiede, die 
die unterschiedliche Beeinflussung der Transkription bestimmter Gene durch ER 
teilweise erklären können. So kann ein an Tamoxifen, ein ER-Partialantagonist (s.u.), 
gebundener ERα NCoR und SMRT rekrutieren. ERβ tut dies nur in Gegenwart von 
Agonisten. (Herynk & Fuqua 2004). Ein weiterer Ko-Repressor ist SHP (Short 
Heterodimer Partner), der liganden-abhängig mit ERα und ERβ interagiert, was zu 
einer verminderten Transkriptionsaktivität führt (Johansson et al. 1999, Seol et al. 
1998). 
Ko-Repressoren besitzen keine Histon-Deacetylase-Aktivität, rekrutieren jedoch 
andere Proteine mit einer solchen Aktivität (Pearce & Jordan 2004). 
 
Durch die unterschiedliche Rekrutierung von Ko-Regulatoren durch die ER-Subtypen 
ergibt sich für deren transkriptionelle Aktivität eine weitere Dimension der Spezifität 
und Regulation, die durch die Entdeckung neuer Ko-Regulatoren noch weiter ver-
größert werden kann (Pearce & Jordan 2004). 
Der klassische genomische Mechanismus vollzieht sich i.d.R. über einen Zeitraum 
mehrerer Stunden. Östrogene können ihre Wirkung jedoch auch nicht-genomisch 
innerhalb von Sekunden oder Minuten entfalten, wobei diese Wirkung ER-vermittelt 
sein kann oder nicht (Deroo & Korach 2006).  
2.3.2 Nicht-genomische Mechanismen 
Im Falle der nicht-genomischen ER-abhängigen Regulation geschieht dies über ER, 
die durch Adaptorproteine in oder an der Zellmembran verankert sind. Eine 
Aktivierung des ER durch einen Liganden führt zu einer schnellen Konzen-
trationsänderung intrazellulärer Signalmoleküle wie Kalziumionen (Morley et al. 
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1992), NO, PI3K und MAPK, was wiederum die Transkription beeinflusst (Deroo & 
Korach 2006, Wehling et al. 2006, Toran-Allerand 2000, Benten et al. 1998, Watters 
et al. 1997). 
Weiterhin können zellmembran-assoziierte östrogen-bindende Proteine (EBP) eine 
intrazelluläre Antwort hervorrufen (Deroo & Korach 2006). Abbildung 2.5 gibt einen 
schematischen Überblick über die bisher beschriebenen Wirkmechanismen. 
 
 
 
Abb. 2.5: Modelle der Aktion von Östrogenen. i kennzeichnet den klassischen Weg mit der direkten 
Bindung der ligandengebundenen Östrogenrezeptoren an ERE in den Promotoren östrogensensitiver 
Gene. ii nicht-genomische Effekte, die über ER vermittelt werden, die in oder nahe der Zellmembran 
lokalisiert sind und deren Aktivierung zu schnellen Veränderungen bei intrazellulären Signalmolekülen 
und zur Stimulation von Kinaseaktivität führt, die wiederum die Transkription beeinflusst. iii 
Östrogenbindungsproteine (EBP) könnten ebenfalls eine intrazelluläre Antwort herbeiführen. Aus: 
Deroo & Korach 2006. 
2.3.3 Liganden-unabhängige Aktivierung 
ER können auch in Abwesenheit spezifischer Liganden aktiviert werden. Hierbei sind 
in erster Linie Phosphorylierungen beider ER-Subtypen zu nennen (Pettersson & 
Gustafsson 2001, Cenni & Picard 1999, Weigel & Zhang 1998). 
So konnte gezeigt werden, dass die MAPK-vermittelte Phosphorylierung von Serin 
118 in der AF-1 Domäne von ERα deren transkriptionelle Aktivität steigert (Kato et al. 
1995). 
Beide Rezeptoren besitzen zudem eine Phosphorylierungsstelle an Tyrosin 537, was 
eine Konformationsänderung der Rezeptoren zur Folge hat, die die Ligandenbindung 
und die Dimerisierung beeinflusst (Arnold et al. 1997). 
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Diese Phosphorylierungsstellen bilden Schnittstellen der ER-Signalwege mit anderen 
Signaltransduktionswegen wie Wachstumsfaktoren, Mitogen-aktivierter Proteinkinase 
(MAPK), cAMP oder Cyclinen (Dechering 2000, Pettersson & Gustafsson 2001) und 
zeigen damit, dass Regulationen durch ER nicht als unabhängiges System be-
trachtet werden können. 
2.4 Gewebsspezifische Expression von ERα und ERβ 
Als Steroidhormonrezeptor sind die ER für die Regulation von Prozessen in 
weiblichen und männlichen Reproduktionsorganen verantwortlich. Tatsächlich zeigen 
Untersuchungen mittels RT-PCR, dass die mRNA Expression in diesen Geweben 
am höchsten ist. Zugleich haben diese Studien aber auch verdeutlicht, dass ER nicht 
nur in solchen klassischen Zielorganen exprimiert werden, sondern auch in einer 
Vielzahl anderer Gewebe (Kuiper et al. 1997, Taylor & Al-Azzawi 2000, Dechering et 
al. 2000, Pfaffl et al. 2001). Dabei zeigte sich außerdem, dass das Expressions-
muster der beiden Rezeptorsubtypen nicht identisch ist, sondern je nach Organ 
variiert. Demnach existieren Gewebe, in denen hauptsächlich ERα, ERβ oder beide 
Subtypen gleichzeitig exprimiert werden. So wird im Gastrointestinaltrakt haupt-
sächlich ERβ und in der Leber vor allem ERα exprimiert (Gustafsson 1999). 
Analysen auf Einzelzellebene zeigen zudem, dass auch innerhalb eines Gewebes 
das Expressionsmuster je nach Zelltyp sehr unterschiedlich sein kann. So konzen-
triert sich im Ovar die Expression von ERα auf Zellen des Stroma, während die 
Expression von ERβ auf die Granulosazellen des sich entwickelnden Follikels be-
schränkt ist (Kuiper et al. 1996, Sar & Welsch 1999). Entsprechendes gilt für die 
Prostata: Deren ventrales Epithel exprimiert hohe Level an ERβ (Kuiper et al. 1996), 
während ERα lediglich im Stroma zu finden ist (Hiramatsu et al. 1996, Donnelly et al. 
1983). 
Bei der gewebespezifischen Wirkungsweise sog. Selective Estrogen Modulators 
(SERMs) und bei der Entwicklung neuer pharmazeutischer Wirkstoffe gegen Er-
krankungen wie chronisch-entzündliche Darmerkrankungen und Kolorektalkrebs 
bietet die gewebsspezifische Expression der ER-Subtypen wichtige Ansatzpunkte 
(s.u.). 
Abb. 2.6 gibt einen Überblick über die Expression von ERα und ERβ in 
verschiedenen Organen. 
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Abb. 2.6: Verteilung der ER-Subtypen in unterschiedlichen Organsystemen. In den Boxen ist der 
jeweils vornehmlich exprimierte Subtyp angegeben. Nach: Setchell & Cassidy 1999. 
2.5 Liganden 
2.5.1 Östrogene 
Die natürlichen Liganden der ER sind Östrogene, eine Gruppe von Steroidhormonen. 
Ihr Name weist auf ihre wichtige Rolle im Östrus hin. Die höchsten Östrogenspiegel 
sind bei Frauen im reproduktiven Alter, d.h. nach der Menarche und vor der Meno-
pause, zu finden. Jedoch kommen Östrogene auch im männlichen Organismus vor. 
Im Organismus werden insgesamt drei natürliche Östrogene hergestellt – Östron, 
Östradiol und Östriol (Abb. 2.7), von denen 17β-Östradiol das wirkstärkste und 
zugleich meist produzierte ist, und dessen Spiegel im Blut kurz vor der Ovulation die 
höchsten Messwerte ergeben. Östron hingegen weist die niedrigsten Plasmaspiegel 
der drei Östrogene auf. Östriol wird nur während der Schwangerschaft in signi-
fikanten Mengen in der Plazenta gebildet, ansonsten sind die Spiegel sehr gering 
und unterscheiden sich zwischen nicht-schwangeren prämenopausalen Frauen, 
postmenopausalen Frauen und Männern kaum. 
Im weiblichen Organismus werden Östrogene hauptsächlich in den Ovarien und in 
der Plazenta produziert. Daneben sind Leber, Nebennierenrinde sowie Brust- und 
Fettgewebe Produktionsstätten für kleinere Mengen an Östrogenen. Diese sind dafür 
verantwortlich, dass auch nach der Menopause noch geringe Mengen Östrogen im 
Blut zirkulieren und der Östrogenspiegel nicht auf Null abfällt. 
GI-Tract ERβ
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Im männlichen Organismus werden Östrogene in den Hoden sowie im peripheren 
Fettgewebe gebildet. 
 
A B D
 
 
Abb. 2.7: Strukturformeln der natürlich vorkommenden Östrogene. A Östron, B Östradiol, C Östriol. 
 
Neben den natürlichen gibt es synthetische Östrogene, die in Arzneimitteln vor allem 
zur Hormonersatztherapie (s.u.) verwendet werden. Die größte Rolle hierbei spielt 
das Ethinylöstradiol, das aufgrund seiner chemischen Struktur oral verfügbar ist und 
im Gegensatz zu 17β-Östradiol nicht so rasch metabolisiert wird. Es kann daher in 
Tablettenform verabreicht werden. 
2.5.1.1 Steroidogenese 
Ausgangsprodukt der Steroidogenese ist Cholesterol (C27), von dem in einem ersten 
Schritt durch das Enzym Desmolase eine C6 Einheit abgespalten wird, was zur 
Bildung von Pregnenolon (C21), dem Vorgängermolekül aller Steroidhormone, führt. 
Diese Reaktion wird durch das Adrenokortikotrope Hormon (ACTH) stimuliert. 
Pregnenolon wird in einer Zweischritt-Reaktion zu Progesteron (C21) umgewandelt. 
Eine anschließende Hydroxylierung führt zur Bildung von Androstendion (C19), das 
in einem weiteren Schritt durch Reduktion in Testosteron (C19) umgewandelt wird. 
Aus diesen beiden Androgenen entstehen in einem letzen Schritt die Östrogene 
(C18), wobei Androstendion in Östron und Testosteron in Östradiol umgewandelt 
wird. Diese Reaktion wird durch das Enzym Aromatase katalysiert.  
Östriol ist ein Metabolit von Östradiol und entsteht als Nebenprodukt bei der 
Metabolisierung über Östron zu 2-Methoxyöstron, welches gemeinsam mit Östriol 
über die Niere ausgeschieden wird. Auch eine Umwandlung von Östron zu Östradiol 
ist möglich. 
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2.5.1.2 Allgemeine Wirkungen von Östrogenen 
Östrogene nehmen im Organismus eine Vielzahl von Aufgaben wahr: Eine der 
Hauptaufgaben besteht darin, im Verlauf des Menstruationszyklus den weiblichen 
Organismus auf die Schwangerschaft vorzubereiten. Die Serumspiegelkonzentration 
steigt daher vor dem Eisprung an (Abb. 2.8). 
 
 
Abb. 2.8: Verlauf der Plasmaspiegel unterschiedlicher Hormone während des Menstruationszyklus. 
Der Kurvenverlauf von Östradiol ist in blau dargestellt. Quelle: http:// 
en.wikipedia.org/wiki/Image:Estradiol.Cycle.JPG (18.03.2007) 
 
Östrogene wirken wachstumsfördernd auf die weiblichen Gonaden: Die Schleimhaut 
der Vagina, der Zervikaldrüsen, der Eileiter und vor allem des Endometriums verdickt 
sich, so dass die befruchtete Eizelle sich später im Uterus einnisten kann. Der 
Anstieg von Östrogen führt zur Ausschüttung von sowohl Luteinisierendem Hormon 
(LH), das den Eisprung auslöst, und Follikel-Stimulierendem Hormon (FSH), worauf-
hin der Follikel zum Corpus luteum umgewandelt wird, der daraufhin Progesteron 
produziert um die Schwangerschaft zu erhalten. 
 
Östrogene beeinflussen zudem ab der Pubertät die Entwicklung der sekundären 
weiblichen Geschlechtsmerkmale. Sie beschleunigen die Entwicklung des Brust-
gewebes (Silver 1953, Russo & Russo 2004) und beeinflussen die Körperform, 
indem Knochenbau, Fettverteilung (Litchfield & Grunewald 1988), Fettstruktur und 
Hautzusammensetzung beeinflusst werden (Hassager & Christiansen 1989). 
 
Neben den Sexualorganen werden aber auch andere Organe durch Östrogene 
beeinflusst. So wirken Östrogene protektiv auf Knochen, (Manolagas et al. 1993, 
Hertrampf et al. 2006), Neuronen (Behl et al. 1995), Gefäßsystem (Collins et al. 
1995, Arnal et al. 2004, Mendelsohn & Karas 2005, Mendelsohn & Karas 1999), 
Hintergrund und Literaturbesprechung 18 
beeinflussen die Expression verschiedener Gene in der Leber (Geis et al. 2005, Diel 
et al. 2006) und beeinflussen die LDL/HDL-Ratio positiv (Ouyang et al. 2006). 
Nicht zuletzt sind für Östrogene auch antiinflammatorische Wirkung in verschiedenen 
Geweben nachgewiesen worden (Cuzzocrea et al. 2001, Miyamoto et al. 1999, 
Bruce-Keller et al. 2000, Register et al. 2005), darunter im Darm (Harnish et al. 
2004).  
 
Diese Bandbreite an zum Teil je nach Organ unterschiedlichen Wirkungen von 
Östrogenen ist u.a. auf die Existenz der beiden ER-Subtypen zurückzuführen. 
Welche Aufgaben dabei dem jeweiligen Subtyp zugeschrieben werden, wird in 
Kapitel 2.6 erörtert. 
2.5.1.3 Östrogene in der Hormonersatztherapie 
Mit dem Erreichen der Menopause sinkt der Östrogenspiegel bei Frauen dramatisch. 
Dies hat weitreichende Konsequenzen für den Organismus, da viele der positiven 
Eigenschaften der Östrogene nicht mehr zum Tragen kommen. Es resultieren 
Klimakteriumsbeschwerden, die in Form von Hitzewallungen, Schweißausbrüchen, 
vaginaler Trockenheit und Depressionen auftreten. Aber auch schwerwiegendere 
Störungen werden durch postmenopausalen Östrogenmangel hervorgerufen. So 
steigt das Risiko kardiovaskulärer Erkrankungen (Kannel et al. 1976, Kannel & 
Wilson 1995), aber auch von Osteoporose nach dem Eintritt in die Menopause stark 
an (Nordin et al. 1975).  
Beobachtungsstudien haben gezeigt, dass eine Hormonersatztherapie der 
Entwicklung dieser Symptome entgegenwirken kann (Ortmann et al. 2003). 
Besonders zur Vorbeugung von Osteoporose und damit zusammenhängender 
Knochenfrakturen (Lufkin & Riggs 1996, Marcus et al. 2002, Torgerson & Bell-Syers 
2001) sowie kardiovaskulärer Erkrankungen wurden der HET protektive Ei-
genschaften zugeschrieben. Letzteres wurde besonders durch die Nurses’ Health 
Study unterstützt, die 70.000 Probanden umfasst (Grodstein et al. 1996, Grodstein et 
al. 1997). 
Mit der Women’s Health Initiative (WHI) und der Estrogen/Progestin Replacement 
Study (HERS), randomisierten klinischen Untersuchungen, kamen jedoch Zweifel an 
den positiven Wirkungen einer HET auf (Beral et al. 2003, Rossouw et al. 2002, 
Hulley et al. 1998). In diesen Studien konnte kein protektiver Effekt einer HET auf 
Hintergrund und Literaturbesprechung 19 
kardiovaskuläre Erkrankungen oder koronare Herzkrankheit (KHK) nachgewiesen 
werden. Das Risiko an KHK zu erkranken scheint nach den Daten der WHI durch 
HET sogar erhöht. Diese Studie zeigte gleichzeitig ein erhöhtes Risiko für Brustkrebs 
nach HET, was zum vorzeitigen Abbruch der Studie und zu einer öffentlichen Dis-
kussion über Sinn und Nutzen der HET führte. Ungeachtet dessen bestätigte auch 
die WHI die protektive Wirkung einer HET auf das Osteoporoserisiko und zeigte 
zudem, dass das Risiko kolorektaler Karzinome durch HET reduziert wird. 
Evaluierungen der WHI-Studie haben gezeigt, dass deren Design verschiedene 
Schwachpunkte aufweist (Ouyang et al. 2006, Ortmann et al. 2003). So betrug das 
Durchschnittsalter der untersuchten Probandinnen 63 Jahre, was einem Zeitraum 
von 10 Jahren zwischen Eintritt in die Menopause und Start der HET entspricht. In 
diesem Zeitraum stieg das Risiko kardiovaskulärer Erkrankungen für die Pro-
bandinnen aufgrund der niedrigen Östrogenspiegel an. Es ist inzwischen bekannt, 
dass Östrogene eine bestehende Arteriosklerose verstärken können (Clarkson 
2002), sodass das erhöhte Risiko auf bereits bestehende Arteriosklerose zurück-
zuführen ist. Zudem wurde in der WHI eine Kombination aus konjugierten equinen 
Östrogenen und Medroxyprogesteronacetat verabreicht, was in Europa nur selten 
eingesetzt wird (Ortman et al. 2003). 
Diese unterschiedlichen Studienergebnisse führen auch heute noch zu kontroversen 
Diskussionen über Risiken und Nutzen der klassischen HET und zeigen den Bedarf 
an Substanzen auf, die lediglich die positiven Eigenschaften von Östrogenen be-
sitzen, ohne deren schädliche Nebenwirkungen zu teilen. Vielversprechend scheinen 
hier selektive Östrogenrezeptor-Modulatoren (SERMs) und partielle Antiöstrogene zu 
sein. 
2.5.2 SERMs 
Östrogene sind, wie in den vorangegangenen Kapiteln ersichtlich, für die Gewebs-
homöostase und die Entwicklung des Organismus essentiell. Dem stehen uner-
wünschte Nebeneffekte entgegen, allen voran die Förderung der Entstehung von 
sowohl Mamma- als auch Endometriumskarzinomen (Gehrig et al. 2004, Chlebowski 
et al. 2003). Eine uneingeschränkte Gabe von Östrogenen kann damit fatale Konse-
quenzen haben. Zur Behandlung von östrogenabhängigen Mammakarzinomen ist 
daher eine Blockierung des Östrogensignalwegs notwendig, die auch der Entstehung 
dieser Erkrankung vorbeugen würde. Eine vollständige Blockierung der Östrogen-
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signalwege hätte aber ebenfalls schwerwiegende Konsequenzen (s. Kap. 1.5.1 
Östrogene). 
Zur pharmakologischen Lösung dieses Dilemmas hat die Entdeckung einer neuen 
Kategorie therapeutischer Agenzien, der SERMs, beigetragen (Gustafsson 1998). 
SERMs sind chemische Substanzen, die weder reine Agonisten noch reine 
Antagonisten der ER sind, sondern eine gewebsselektive Pharmakologie besitzen 
und je nach Gewebe agonistisch, antagonistisch oder gemischt antagonistisch 
/agonistisch wirken (Lewis & Jordan 2005). Ein optimales SERM würde die positiven 
Effekte von Östrogenen in Knochen und Gefäßsystem nachahmen, während es 
keine negativen Auswirkungen auf Mamma und Uterus hätte (Pearce & Jordan 
2004).  
Bisher sind über 70 Moleküle beschrieben worden, die zur Klasse der SERMs 
gerechnet werden (Meegan & Lloyd 2003) und fünf chemischen Gruppen (Triphenyl-
ethylene, Benzotiophene, Tetrahydronaphtylene, Indole und Benzopyrane) zugeord-
net werden können (Bryant 2002). Alle besitzen die Fähigkeit, ER zu aktivieren 
(Diez-Perez 2006). Die bekanntesten sind Tamoxifen und Raloxifen. 
2.5.2.1 Tamoxifen 
Die Ära der SERMs begann mit der Entwicklung von Tamoxifen in den 60er Jahren 
des vergangenen Jahrhunderts. In tierexperimentellen Studien ist festgestellt 
worden, dass Tamoxifen Knochenresorption, uterines Wachstum und die Anzahl und 
Größe von Osteoklasten reduziert (Diez-Perez 2006, Diel 2002). Klinische Bedeu-
tung erlangte es durch seine Fähigkeit, das Wachstum östrogenabhängiger Brust-
tumorzellen zu hemmen (Sutherland et al. 1983, Diel et al. 1999) und durch seine 
therapeutische Effizienz in Brustkrebspatienten (Early Breast Cancer Trialists' 
Collaborative Group. 1998). Zudem wurde es von der amerikanischen Federal Drug 
Administration (FDA) als chemopräventives Agens gegen Brustkrebs zugelassen 
(Lewis & Jordan 2005), nachdem seine präventiven Wirkungen von einer Reihe 
Studien belegt worden waren (Fisher et al. 1998, Jordan & Morrow 1999). 
Die Wirkung von Tamoxifen beschränkt sich jedoch nicht auf das Brustgewebe. Es 
gibt Hinweise darauf, dass Tamoxifen die Knochendichte postmenopausaler Kno-
chen erhält (Love et al. 1992). Diese Wirkung scheint sich aber in Gegenwart von 
Östrogen aufzuheben (Diez-Perez 2006). Auch im Kardiovaskulärsystem scheint 
Tamoxifen wie ein Östrogenagonist zu wirken. Es erhöht High-Density Lipoprotein 
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(HDL) Cholesterin und senkt Low-Density Lipoprotein (LDL) Cholesterin (Fitzpatrick 
1999). Allerdings scheint das Risiko venöser Thrombosen, Lungenembolien und von 
Schlaganfällen durch Tamoxifen erhöht zu werden (Jordan 2007, Diez-Perez 2006). 
Nach Langzeitbehandlung wurde zudem ein erhöhtes Risiko für endometrielle Hyper-
plasie und Endometriumskarzinom beschrieben (Early Breast Cancer Trialists' 
Collaborative Group. 1998, Assikis et al. 1996), was die Dauer einer HET oder 
Chemopräventiv-Therapie mit Tamoxifen stark einschränkt. 
2.5.2.2 Raloxifen 
Raloxifen ist das erste SERM, das als solches entwickelt wurde (Diel 2002). Es ist 
ein Benzothiophen-Derivat (Lewis & Jordan 2005), das ähnliche Bindungsaffinität 
zum ER hat wie Östradiol, östrogene Eigenschaften im Knochensystem besitzt und 
die Knochendichte postmenopausaler Frauen erhält (Rossouw et al. 2002, Draper et 
al. 1996). Wie Tamoxifen ist es ein Östrogenantagonist im Brustgewebe und inhibiert 
östrogen-induzierte Proliferation in Brustkrebszelllinien (Fitzpatrick 1999) und 
Brustgewebe (Liu et al. 2003) sowie das Wachstum chemisch induzierter 
Mammatumore in tierexperimentellen Studien (Clemens et al. 1983). Gleichzeitig 
besitzt Raloxifen keine proliferativen Effekte im Uterus und erhöht nicht das Risiko 
von Endometriumskarzinom (Jordan 2007, Cummings et al. 1999). 
Ähnlich wie Tamoxifen erhöht auch Raloxifen das Risiko venöser Thrombosen, die 
Auswirkungen auf koronare Herzerkrankungen und Schlaganfall sind indes noch 
unklar (Pines 2006, Barrett-Connor 2006, Wooltorton 2006).  
2.5.2.3 Mechanismen der SERM-Wirkungen 
Die genauen molekularen Mechanismen, die der gewebeselektiven Wirkungsweise 
der SERMS zugrunde liegen, sind noch nicht vollständig entschlüsselt. Dennoch 
lassen sich drei interaktive Grundmechanismen unterscheiden, auf denen die be-
sondere Pharmakologie der SERMs beruht (Lewis & Jordan 2005): 
(1) Unterschiedliche ER-Konformation nach Ligandenbindung 
(2) Differenzielle Expression und Bindung von ER-Ko-Regulatoren 
(3) Ratio der ER in verschiedenen Geweben 
Wie oben beschrieben, führt die Bindung von Östrogen zu einer Veränderung der 
Konformation der ER. Wichtig ist hierbei die Repositionierung von Helix 12, die die 
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Rekrutierung von Ko-Aktivatoren an AF-2 und die folgende Initiation der Transkription 
bewirkt. 
Die Bindung eines SERMs beeinflusst die Repositionierung der Helix 12 über die 
Ligandenbindungsdomäne, sodass Ko-Aktivatoren nur eingeschränkt rekrutiert wer-
den können. Dies geschieht beispielsweise durch die antiöstrogene Seitenkette von 
SERMs oder reinen Antagonisten. In dieser Position imitiert Helix 12 zudem die 
gebundenen Ko-Aktivatoren und blockiert die Ko-Aktivatoren-Interaktionsrinne 
(Dechering et al. 2000).  
Tamoxifen und Raloxifen induzieren weiterhin unterschiedliche Effekte abhängig vom 
gebundenen ER-Subtyp. Während die Bindung an ERα agonistische Effekte 
hervorruft, wird die Expression ERE-regulierter Gene durch Bindung an ERβ anta-
gonisiert (Lewis & Jordan 2005). Dies könnte auf die in beiden Subtypen 
unterschiedliche AF-1 Aktivität zurückzuführen sein (Dechering et al. 2000). Die in 
2.4 beschriebenen unterschiedlichen Expressionsmuster der ER-Subtypen für unter-
schiedliche Gewebe könnten so teilweise die Wirkung von SERMs erklären. 
 
Nicht nur die hier beschriebenen SERMs zeigen je nach Gewebe unterschiedliche 
Eigenschaften in der Modulation der ER, auch in der Ernährung gibt es chemische 
Verbindungen pflanzlicher Herkunft (Phytoöstrogene), die an ER binden können und 
dabei SERM-ähnliche Eigenschaften besitzen. Diese Verbindungen werden in jüng-
erer Zeit als Phyto-SERMs bezeichnet und sind Gegenstand des folgenden Kapitels.  
2.5.3 Phytoöstrogene 
2.5.3.1 Allgemeines 
Phytoöstrogene sind in den vergangenen Jahren immer weiter in den Mittelpunkt des 
öffentlichen Interesses geraten. Vor allem bei postmenopausalen Frauen, die, 
besonders seit dem Aufflammen der Diskussionen nach der WHI-Studie, nach natür-
lichen Alternativen zur HET suchen, sind phytoöstrogenhaltige Präparate gefragt, 
was allein durch die Zahl der auf dem Markt erhältlichen Produkte deutlich wird: 
Diverse Phytoöstrogen-Präparate werden als alternative Therapie für eine Vielzahl 
hormonabhängiger Erkrankungen wie Krebs, menopausale Symptome, Kardiovas-
kuläre Erkrankungen und Osteoporose angepriesen (Setchell & Cassidy 1999).  
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Als Phytoöstrogene werden sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe sowie deren Meta-
boliten bezeichnet, die strukturell und/oder funktionell den Östrogenen bei Wirbel-
tieren ähneln und an ER binden können (Osoki & Kennelly 2003, Adzersen & 
Strowitzki 2003).  
Durch ihr Vorkommen in einer Vielzahl von Pflanzenfamilien werden sie in erster 
Linie über die Nahrung aufgenommen, was je nach Ernährungsform zu stark variier-
enden Aufnahmemengen führt (Mazur & Adlercreutz 2000). Auf diese Weise können 
Serumspiegel erzielt werden, die diejenigen der endogenen Östrogene um ein Viel-
faches übertreffen (Setchell 1998, Adlercreutz et al. 1993, Setchell et al. 1997). 
 
Phytoöstrogene sind keine Steroidhormone, sondern ähneln lediglich in ihrer Struktur 
den Östrogenen. Beide Stoffklassen besitzen eine Phenolgruppe und der räumliche 
Abstand zwischen den aromatischen Hydroxylgruppen der Isoflavone, einer Unter-
gruppe der Phytoöstrogene, ist mit dem Abstand der Hydroxylgruppen an C3 und 
C17 von Östradiol beinahe identisch. Abb. 2.9 verdeutlicht diese Ähnlichkeit.  
 
Abb. 2.9: Räumlich-struktureller Vergleich von Östradiol und dem Daidzein-Metaboliten Equol. Aus: 
Setchell & Cassidy 1999. 
 
Es können verschiedene Gruppen von Phytoöstrogenen unterschieden werden, über 
die Abb. 2.10 einen Überblick gibt. 
 
 
Abb. 2.10: Klassifikation der Phytoöstrogene. 
Phytoöstrogene 
Flavonoide Lignane Sonstige 
Isoflavone Coumestane Prenylflavonoide 
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2.5.3.1.1 Isoflavone 
Isoflavone und deren Glykoside sind die bekanntesten und verbreitetsten Phytoös-
trogene. Ihre Erforschung und damit die Forschung an Phytoöstrogenen begann mit 
der Beobachtung der sogenannten „Clover Disease“ bei australischen Schafen in 
den 40er Jahren des vergangenen Jahrhunderts. Diejenigen Schafe, deren Haupt-
nahrungsmittel aus einer bestimmten Kleeart (Trifolium subiterraneum) bestand, 
litten an einer reproduktiven Erkrankung, die in einer reduzierten Fertilität resultierte 
(Bennetts et al. 1946). Diese Erkrankung konnte später auf die in T. subiterraneum 
enthaltenen Isoflavone zurückgeführt werden (Adams 1995). 
Isoflavone sind primär in Pflanzen der Familie der Fabaceae enthalten. Hülsen-
früchte, vor allem Soja, aber auch Erbsen, Erdnüsse und Klee sind die Hauptquellen 
von Isoflavonen in der Nahrung. Die östrogen wirksamsten Isoflavone sind Daidzein 
und vor allem Genistein, dessen Wirkungen bisher am besten charakterisiert sind. 
(Davis et al. 1999, Ososki & Kennelly 2003). 
 
 
Abb. 2.11: Basisstruktur der Isoflavone. R1-R3 kennzeichnen stellvertretend verschiedene 
Restgruppen, hinsichtlich derer sich die unterschiedlichen Isoflavon-Aglykone unterscheiden. Diese 
Restgruppen-Kombinationen sind in der rechten Bildhälfte für die jeweiligen Isoflavone aufgeführt. 
Aus: Kulling und Watzl 2003. 
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2.5.3.1.2 Coumestane 
Coumestane sind strukturell mit den Isoflavonen verwandt (Davis 1999), kommen 
aber in der Ernährung seltener vor als diese (Ibarreta et al. 2001). Auch sie sind vor 
allem in Fabaceae wie Alfalfa enthalten. Coumestrol und 4’Methoxycoumestrol sind 
die potentesten Vertreter dieser Gruppe (Ososki & Kennelly 2003). 
2.5.3.1.3 Lignane 
Diese dritte Gruppe der Phytoöstrogene ist am stärksten in westlichen Diäten zu 
finden. Die Hauptvertreter Secoisolariciresinol und Matairesinol sind in vielen Korn-
produkten wie Vollkorn und vor allem in Leinsamen zu finden. 
 
Oral aufgenommene Phytoöstrogene unterliegen im Darm einer Metabolisierung 
durch Enzyme und Bakterien. Überhaupt spielt die intestinale Mikroflora eine ent-
scheidende Rolle für die Bioverfügbarkeit von Phytoöstrogenen. Isoflavone sind in 
der Nahrung hauptsächlich in Form von Glykosiden enthalten (Genistin und Daidzin), 
die in dieser Form nicht resorbiert werden. Erst die Umwandlung in Aglykone (Geni-
stein bzw. Daidzein) durch Hydrolyse ermöglicht die Aufnahme über die Darm-
mukosa (Xu et al. 1995). Eine solche Verstoffwechselung betrifft ebenfalls die 
Lignane. So werden Secoisolariciresinol und Matairesinol in die östrogen aktiven 
Verbindungen Enterolakton und Enterodiol umgewandelt (Borriello et al. 1985). 
2.5.3.2 Hormonelle Effekte des Phytoöstrogens Genistein  
Phytoöstrogenen werden in einer Vielzahl an Studien gesundheitsfördernde Effekte 
zugeschrieben. Besonders epidemiologische Studien zur Häufigkeit  verschiedener 
Erkrankungen in Abhängigkeit vom Phytoöstrogenkonsum haben den Weg phytoös-
trogenhaltiger Präparate in Apotheken und Reformhäuser geebnet: So sind die 
Inzidenzen einer Reihe von Erkrankungen in fernöstlichen Ländern viel geringer als 
in westlichen Populationen. Dies gilt insbesondere für das Auftreten von Brustkrebs 
(Barnes 1998, Adlercreutz 1998), aber auch für kardiovaskuläre Erkrankungen sowie 
Prostata- und Kolorektalkarzinom (Adlercreutz 1998). Als ursächlich hierfür wird der 
hohe Konsum sojahaltiger Lebensmittel erachtet, der zu bis zu 100-fach erhöhten 
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Isoflavon-Serumspiegeln in asiatischen Populationen verglichen mit nordeuro-
päischen Populationen führt (Mazur & Adlercreutz 2000). 
 
Wie bereits oben angeführt, spielen Östrogene bei der Entstehung von Brustkrebs 
durch ihre proliferative Wirkung im Brustgewebe eine entscheidende Rolle. Für 
Genistein konnte in verschiedenen in vivo und in vitro Studien gezeigt werden, dass 
es die maligne Proliferation im Brustgewebe (Lamartiniere et al. 1995) und, in 
niedrigen Konzentrationen, in MCF-7 Zellen hemmt (This et al. 2001). Auch im 
gesunden Gewebe wird die Proliferation der Mamma nicht stimuliert (Hertrampf et al. 
2006). Diese Wirkungen von Genistein können auf unterschiedliche Wirkmecha-
nismen zurückzuführen sein. Die Östrogenspiegel ostasiatischer Frauen sind nie-
driger als die britischer oder amerikanischer Frauen (Wang et al. 1991), was den 
Schluss zulässt, dass Genistein eine Erniedrigung des Östrogen-Plasmaspiegels be-
wirkt. Tatsächlich steigert Genistein die SHBG Produktion in der Leber (Mousavi & 
Adlercreutz 1993), was zu einer geringeren Menge an freiem Östrogen im Körper 
führen könnte. Außerdem sind antiöstrogene Wirkungen von Genistein in Gegenwart 
von Östradiol beschrieben worden (Diel et al. 2006), die durch Konkurrenz bei der 
Bindung an ER zustande kommen (Bouker & Hilakivi-Clarke 2000, Burow et al. 2001, 
Nikov et al. 2000).  
Auch bei postmenopausalen Beschwerden wie z.B. Osteoporose konnten positive 
Effekte gezeigt werden. So wirkt Genistein dem Verlust der Knochenmineraldichte 
bei ovariektomierten Ratten entgegen (Hertrampf et al. 2007). Dies sind Resultate, 
die für eine Anwendung von Genistein und Phytoöstrogenen im Allgemeinen im 
Rahmen einer alternativen HET sprechen, was auch durchaus befürwortet wird 
(Wuttke et al. 2003). Allerdings sind solche Aussagen noch mit Vorsicht zu genießen, 
da die Eigenschaften von Genistein noch nicht vollständig belegt sind. So führten 
hohe Dosen von Genistein zu einer erhöhten Proliferationsrate bei MCF-7 Zellen 
(This et al. 2001) und bei Modellen von normalem und malignem Endometrium bei 
ovariektomierten Ratten konnte eine dosisabhängige Stimulation des Uterusgewichts 
durch Genistein beobachtet werden (Diel et al. 2001, Schmidt et al. 2006). Die unein-
geschränkte Nutzung von Phytoöstrogenen zur HET oder Prävention von Brustkrebs 
kann nach derzeitiger Datenlage noch nicht empfohlen werden und muss weiterhin 
kritisch evaluiert werden (Messina & Loprinzi 2001, Mishra et al. 2003). 
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Genistein scheint allerdings nicht nur auf den Einsatz bei postmenopausalen Be-
schwerden beschränkt zu sein. So ist der Darm ein interessantes Zielorgan. Es 
wurden in mehreren Studien antiproliferative Effekte im Darm beschrieben (Chen et 
al. 2005, Yu et al. 2004), was epidemiologische Studien zu stützen scheint, die nie-
drigere Kolorektalkarzinom-Inzidenzen in ostasiatischen Studien beschreiben 
(Adlercreutz & Mazur 1997). Außerdem sind antiinflammatorische Eigenschaften für 
Genistein bekannt (Verdrengh et al. 2003, Wang 2000), die einen Einsatz bei 
chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen nahelegen (s.u.). 
2.5.4 Subtypspezifische Agonisten 
Die LBD beider ER-Subtypen sind strukturell sehr ähnlich aufgebaut (Kap. 2.2.4), 
unterscheiden sich jedoch um etwa 35% in ihrer AS-Sequenz. Schon der Austausch 
weniger AS wirkt sich auf die Form der Ligandenbindungstaschen beider ER aus 
(Hillisch et al. 2004). Dies ermöglicht das Binden unterschiedlicher Liganden an 
beide Rezeptoren (Abb. 2.12). 
 
Abb. 2.12: Bindungsmodi steroidaler Substanzen innerhalb der Bindungstaschen von ERα und ERβ. 
A Überlagerung der Taschen von ERα (blau) und ERβ (grün) während der Bindung von E2. 
Gekennzeichnet sind außerdem die Aminosäuren, in denen sich die Bindungstaschen unterscheiden. 
Im Falle von ER ist mehr Platz unter dem steroidalen D-Ring vorhanden, bei ER oberhalb der B- und 
C-Ringe. B Aufgrund der Seitenkette füllt der ERα-spezifische Ligand 16α-LE2 den zusätzlichen Raum 
unterhalb des D-Rings. C Der ERβ-spezifische Agonist 8β-VE2 füllt durch seine spezifische 
Seitenkette den zusätzlichen Raum über den B- und C-Ringen. Aus: Hillisch et al. 2004. 
 
Inzwischen sind eine Reihe ER-subtypspezifischer Agonisten synthetisiert worden, 
die mit großer Präferenz an einen der ER-Subtypen binden und diesen trans-
aktivieren können, also keine antagonistische Wirkung haben. Solche Agonisten 
können entweder Steroidderivate sein oder eine nicht-steroidale Grundstruktur be-
sitzen (Hillisch et al. 2004, Harris 2006). Ihnen gemein ist die Phenolgruppe, die für 
die Aktivierung des Rezeptors notwendig ist. Abb. 2.13 gibt einen Überblick über die 
Strukturformeln dieser Verbindungen. 
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Abb. 2.13: Strukturformeln verschiedener ER-Subtyp-spezifischer Agonisten. Aus: Harris 2006. 
 
Eine neue Klasse selektiver Agonisten stellen die sog. „Pathway-Selective ER 
Ligands“ dar. Diese binden unspezifisch an beide ER-Subtypen, aktivieren aber 
jeweils nur einen bestimmten ER-vermittelten Signalweg, ohne das volle Spektrum 
östrogener Effekte zu aktivieren (Chadwick et al. 2005, Keith et al. 2005). 
 
Selektive ER-Agonisten stellen ein wichtiges Instrument zur Analyse der Rolle der 
ER-Subtypen dar und sind darauf aufbauend zugleich interessante therapeutische 
Agenzien zur Behandlung ER-subtypspezifischer Erkrankungen (s.u.) 
2.5.5 Bindungsaffinitäten von ER-Liganden 
Um mithilfe ER-subtypspezifischer oder -selektiver Liganden Effekte in Zielgeweben 
herbeiführen zu können, die vornehmlich über ERα oder ERβ vermittelt werden, ist 
es notwendig, die spezifischen Bindungsaffinitäten der einzelnen Verbindungen zu 
den ER-Subtypen zu kennen. Ebenso sind Daten über die Transaktivierungsaktivität 
an ERα und ERβ erforderlich. Kuiper et al. (1998) haben hierzu verschiedene 
Studien durchgeführt. Danach lassen sich Hierarchien für die Bindungsaffinitäten an 
ERα und ERβ erstellen: 
ERα: 4-OH-Tamoxifen > 17β-Östradiol > Raloxifen > Coumestrol > Tamoxifen = 
Genistein > Daidzein 
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ERβ: 4-OH-Tamoxifen > Coumestrol ≥ 17β-Östradiol > Genistein > Raloxifen > 
Daidzein 
 
Die von Kuiper erhobenen Daten geben außerdem Aufschluss über ER-Subtyp 
Selektivität. Demnach haben Coumestrol und Genistein eine mehrfach höhere 
Bindungsaffinität zu ERβ als zu ERα während Raloxifen stärker an ERα bindet.  
Obwohl Genistein und Coumestrol bei der Induktion biologischer Antworten eindeutig 
weniger potent sind als 17β-Östradiol, vermögen sie dennoch in Transaktivie-
rungsexperimenten an ERα und ERβ eine mit 17β-Östradiol vergleichbare Antwort 
hervorzurufen.  
In ebenfalls von Kuiper et al. (1998) durchgeführten in vitro Zellkulturexperimenten 
wurde gezeigt, dass bei gleichzeitiger Applikation von 17β-Östradiol und Phyto-
östrogenen keine antagonistischen Effekte bei der Transaktivierung auftraten und 
Genistein und Coumestrol an beiden ER-Subtypen als Agonisten agierten. 
Coumestrol und Genistein können somit als ERβ-selektive Verbindungen angesehen 
werden, die aber, vor allem in Abwesenheit von ERβ, auch ERα zu aktivieren ver-
mögen. 
 
Erwartungsgemäß zeigen auch die subtypspezifischen Agonisten hohe Bindungs-
affinitäten für den jeweilige ER-Subtyp, die stärker oder schwächer sein können als 
für 17β-Östradiol. In Transaktivierungsexperimenten erreichen sie zwischen 68-
facher und 410-facher Selektivität für den entsprechenden Subtyp (Harris 2006, 
Hillisch et al. 2004) (Tab. 2.2). 
 
RBA 
hERβ 
Fold selectivity 
for ERβ 
ERβ selective   
DPN 18 72 
8β-VE2 83 180 
ERB-041 72 225 
WAY-202196 180 78 
WAY-200070 133 68 
 
RBA 
hERα 
Fold selectivity 
for ERα 
ERα selective   
PPT 49 410 
16α-LE2 57 250 
RBA = Relative Binding Affinity im Vergleich 
zu 17β-Östradiol 
 
Tab. 2.1: Affinität und Selektivität ER-subtypspezifischer Agonisten. Aus: Harris 2006. 
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2.6 Gewebsspezifische Rolle der ER-Subtypen 
Mit der Entdeckung des ERβ und den gewebsspezifischen Verteilungsmustern der 
beiden ER-Subtypen erschließen sich neue Erklärungen für bisher unverstandene 
Wirkungen von Östrogenen. Zugleich eröffnen sich neue therapeutische Ansätze für 
Erkrankungen, die mit der Östrogen-Signaltransduktion zusammenhängen. Grund-
lage hierfür ist das Verständnis der Funktionen der ER-Subtypen. In den vergang-
enen zehn Jahren ist auf diesem Gebiet intensive Forschung betrieben worden. Als 
Werkzeuge dienen hier vor allem Knock-out Tiermodelle, bei denen die Expression 
des entsprechenden Moleküls genetisch ausgeschaltet ist. Für beide ER-Subtypen 
wurden Knock-out-Mäuse entwickelt: αERKO (Lubahn et al. 1993, Dupont et al. 
2000) und βERKO (Krege et al. 1998, Shughrue et al. 2002); aber es existieren auch 
α/βERKO-Mäuse, bei denen beide ER ausgeschaltet sind (Swope und Korach 2003). 
Da die Ontogenese der ER-Knock-out-Mäuse durch deren genetische Veränderung 
beeinflusst ist, geben diese Modelle Auskunft über die Rolle der ER während der 
Entwicklung und für die spätere Fortpflanzungsfähigkeit. Über die Funktion der ER im 
normal entwickelten Organismus hingegen lassen sich anhand von Knock-out-
Modellen keine Rückschlüsse ableiten. Hinzu kommt, dass verschiedene Knock-out-
Stämme unterschiedliche Phänotypen hervorgebracht haben, was deren Inter-
pretation erschwert (Harris 2006).  
Diese Problematik lässt sich mithilfe subtypselektiver Agonisten umgehen (s.o.), die 
die physiologischen Wirkungen von Östrogenen, an den jeweiligen ER-Subtyp ge-
knüpft, nachahmen (Hillisch 2004). So kann die Rolle des jeweiligen Rezeptors im 
vollständig entwickelten Organismus untersucht werden, was besonders im Hinblick 
auf pathologische Zustände wichtig zur Entwicklung und Evaluierung von Therapie-
formen ist. Allerdings sind auch hier Einschränkungen zu beachten, da die Selek-
tivität der Substanzen auch von der Dosierung abhängig ist und verschiedene Ago-
nisten im gleichen Zielorgan unterschiedliche Effekte hervorrufen können (Imamov et 
al. 2005). 
 
ER-Knock-out-Studien legen den Schluss nahe, dass ERα bei der Ontogenese eines 
Organismus eine wichtigere Rolle spielt als ERβ, da die phänotypischen Fehl-
bildungen in αERKO-Mäusen schwerwiegender sind als bei βERKO-Mäusen (Hillisch 
et al. 2004, Harris 2006, Swope & Korach 2003). Diese Befunde werden gestützt von 
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Beobachtungen an α/βERKO-Mäusen, deren Phänotyp jenem von αERKO-Mäusen 
sehr ähnelt (Swope & Korach 2003). 
Tabelle 2.2 gibt einen Überblick über die beobachteten Phänotypen in ER-Knock-out-
Mäusen. 
Gewebe/System αERKO βERKO α/βERKO 
Fertilität ♀ und ♂ infertil 
♀ subfertil, Nachwuchs 
kleiner; ♂ fertil 
♀ und ♂ infertil 
Reproduktionssystem ♀   
Uterus 
hyperplastischer Uterus, keine 
uterotrophe Antwort auf E2, 
keine Implantation 
normale Antwort auf 
E2, normale 
Schwangerschaft 
möglich 
wie αERKO 
Ovar 
keine Ovulation, unreife Follikel 
und hämorrhagische Cysten in 
der Pubertät; erhöhte E2- und 
Testosteronlevel 
normales 
Erscheinungsbild, 
reduzierte Ovulation 
Granulosazellen 
werden zu ser-
toliartigen Zellen 
Reproduktionssystem ♂   
Testes 
normale Entwicklung, Gewichts-
verlust der Testes und 
verringerte Flüssigkeits-
resorption in Vas efferens mit 
zunehmendem Alter, geringe 
Spermienmotilität; unfähig 
Oocyten in vitro zu befruchten 
normal wie αERKO 
Mamma unreif; Ducti nur rudimentär 
normale Entwicklung; 
normale Laktation 
wie αERKO 
Knochen 
♀: geringerer Durchmesser; ♂: 
geringere Dichte, kürzer 
♂: normal; ♂: erhöhte 
Dichte 
♀ und ♂ kürzer 
Kardiovaskulär-
system 
normaler Schutz durch E2, 
verringerte basale NO-Aktivität 
normale E2-Protektion 
verringerter E2-
Schutz 
Hormonspiegel 
erhöhte LH-, E2- und Testo-
steronspiegel; ♀: reduzierte 
Prolaktinlevel 
normal erhöhte LH-Spiegel 
Paarung 
verringerte Aggression; feh-
lerhaftes Paarungsverhalten 
normales 
Sexualverhalten 
♂: kein Besteigen 
 
Tab. 2.2: Vergleich phänotypischer Eigenschaften von ER-spezifischen „Knock-out“ Mäusen in 
unterschiedlichen Organsystemen. Aus: Swope & Korach 2003.  
 
Vor dem Hintergrund, dass in verschiedenen Organen in erster Linie ERβ exprimiert 
wird, stellt sich die Frage, welche Rolle ERβ im Organismus zukommt. Gustafsson 
hat in diesem Zusammenhang den Begriff der Ying-Yang-Beziehung beider Isotypen 
geprägt (Lindberg et al. 2003). Hiermit soll zum Ausdruck gebracht werden, dass 
beide Rezeptor-Subtypen gegensätzliche Effekte bewirken. So scheint ERα die 
proliferativen Wirkungen von Östrogenen zu vermitteln, während ERβ eher anti-
proliferative Effekte bewirkt (Weihua et al. 2001). Auf diese Weise lässt sich erklären, 
wieso Östrogene und andere ER-Agonisten proliferativ auf Brustgewebe und Uterus 
wirken - Organe, in denen hauptsächlich ERα exprimiert wird - während Östrogene in 
der ERβ-dominierten Prostata als Therapie gegen Prostatakarzinom eingesetzt 
werden (Dahlman-Wright et al. 2003). 
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Ein Kontext, in dem ERβ eine wichtige Aufgabe zukommt, ist das Immunsystem 
(Koehler et al. 2005). In Kombination mit den antiproliferativen Wirkungen ERβ-ver-
mittelter Transaktivierung gerät vor diesem Hintergrund der Gastrointestinaltrakt ins 
Zentrum der Betrachtungen. Chronisch-entzündliche Darmerkrankungen (CED) wie 
Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa sowie das damit oft in Zusammenhang stehende 
Kolorektalkarzinom sind Krankheiten mit hoher Inzidenz. Die Untersuchung der Rolle 
von ERβ und von ERβ-selektiven Liganden in diesen Konditionen ist naheliegend. 
2.6.1 ERβ im Gastrointestinaltrakt 
Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass HET die Inzidenz von Kolo-
rektalkarzinom bei postmenopausalen Frauen senkt (Chlebowski et al. 2004, 
Russouw et al. 2002). Zugleich haben andere Studien gezeigt, dass die Inzidenz von 
CED wie Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa in Ländern mit hohem Soja- und damit 
Phytoöstrogenkonsum deutlich niedriger ist als in Ländern mit westlichen phyto-
östrogenarmen Ernährungsformen (Loftus 2004). Vor dem Hintergrund, dass im 
Kolon in erster Linie ERβ exprimiert wird, und dass Phytoöstrogene mit höherer 
Affinität an diesen ER-Subtyp binden, liegt die Hypothese nahe, dass ERβ-vermittelte 
Signaltransduktion in der positiven Regulierung dieser Krankheitsbilder involviert ist. 
Für das Kolorektalkarzinom konnte in Knock-out-Studien gezeigt werden, dass der 
Verlust von ERβ mit Hyperproliferation, einem Verlust an Differenzierung und ver-
ringerter Apoptose einhergeht (Wada-Hiraike et al. 2006). Zu ähnlichen Schlüssen 
kommen auch Campbell-Thompson et al. (2001). Weiterhin ist bekannt, dass die Ex-
pression von ERβ in malignem Kolongewebe verloren geht (Foley et al. 2000). 
 
Häufig gehen Krebserkrankungen aus chronisch entzündeten Geweben hervor. Auch 
das Kolorektalkarzinom ist eine häufige Spätkomplikation von CED im Darm. Eine 
sinnvolle Prävention für Darmkrebs, eine der häufigsten Krebserkrankungen in 
industrialisierten Ländern mit 875000 Neudiagnosen jährlich (Potter 1999), kann 
daher eine rechtzeitige Behandlung inflammatorischer Prozesse im Darm sein.  
Um die Rolle ERβ-vermittelter Transaktivierung in CED verstehen zu können, soll im 
folgenden Kapitel eine kurze Einführung in die molekularen Grundlagen der CED 
Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa gegeben werden. 
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2.6.2 Grundlagen chronisch-entzündlicher Darmerkrankungen 
2.6.2.1 Begriffsdefinitionen 
Der Begriff „chronisch-entzündliche Darmerkrankungen“ ist ein Sammelbegriff für die 
beiden Erkrankungsformen Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa und bezeichnet 
chronisch rezidivierende Entzündungen des Gastrointestinaltraktes. 
Diese sind weit verbreitet: Insgesamt gibt es ca. 2,2 Mio. Patienten in Europa und 
etwa 1,4 Mio. in den USA. Es bestehen geographische und ethnische Unterschiede, 
die allerdings zunehmend verwischen (Loftus 2004). 
 
Morbus Crohn ist eine schubweise und diskontinuierlich auftretende Entzündung 
auch der tieferen Wandschichten des gesamten Gastrointestinaltraktes. Die häu-
figste Lokalisation der Erkrankung sind das terminale Ileum (87%) und das proximale 
Kolon (68%). Morbus Crohn kann allerdings im gesamten Verdauungstrakt vom 
Mund bis zum Anus auftreten. 
Obwohl die Ätiologie der Erkrankung weitestgehend unbekannt ist, mehren sich 
Zeichen einer genetischen Prädisposition. So konnte ein Gen auf Chromosom 16 
identifiziert werden, das zur Entstehung von Morbus Crohn beitragen könnte (Hugot 
et al. 2001, Ogura 2001). 50% der Crohn-Patienten tragen eine Mutation auf diesem 
als NOD2 bzw. CARD 15 bezeichneten Gen. Morbus Crohn ist derzeit lediglich 
therapierbar, jedoch nicht heilbar. 
 
Colitis Ulcerosa ist eine chronisch-entzündliche Kolonerkrankung mit kontinuierlicher 
Ausbreitung und Ulzerationen der oberflächlichen Schleimhautschichten. Zu ihrer 
Ätiologie gibt es bislang keine Informationen. Colitis Ulcerosa breitet sich in ihrem 
Fortschritt vom Rektum nach proximal aus. Durch rechtzeitige Proktokolektomie kann 
eine Heilung herbeigeführt werden. 
2.6.2.2 Risikofaktoren 
Die Liste der möglichen Risikofaktoren für CED ist mannigfaltig. Neben der 
Familiengeschichte erscheinen Umweltfaktoren, allen voran Rauchen und Appen-
dektomie, als wahrscheinlichste modulierende Faktoren für CED, die allerdings keine 
einheitliche Einflussnahme auf Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa ausüben. So 
scheint Rauchen einen protektiven Effekt gegen Colitis Ulcerosa auszuüben, 
Hintergrund und Literaturbesprechung 34 
während es die Entstehung von Morbus Crohn begünstigt (Cosnes et al. 2001, 
Harries et al. 1982). 
Ähnlich verhält es sich mit der Appendektomie, die ebenfalls der Entstehung von 
Colitis Ulcerosa vorzubeugen scheint (Andersson et al. 2001) und das Risiko für 
Morbus Crohn erhöht (Loftus 2004). 
Für eine Beeinflussung der Entstehung oder des Krankheitsverlaufes von CED durch 
Ernährungsparameter ist die Datenlage noch unklar. Obwohl durch den engen 
Kontakt zwischen Nahrungsbestandteilen und Mukosa eine Einflussnahme nahe-
liegend erscheint, gibt es vorerst keinen Konsens. Ursache hierfür ist zumeist eine 
geringe Zurückverfolgbarkeit der tatsächlichen Ernährung bei erkrankten Personen 
(Loftus 2004). Es besteht demnach auf diesem Gebiet erhöhter Bedarf an in vivo 
Studien unter kontrollierten Bedingungen. 
2.6.2.3 Molekulare Grundlagen 
CED sind durch massive zelluläre Infiltrationen gekennzeichnet und mit 
Abnormalitäten der mukosalen Immunfunktion gekoppelt, die in einer unan-
gemessenen Produktion von Antikörpern und T-Zell-Dysfunktionen resultiert. Hierbei 
zeigen sich bei CED-Patienten übermäßige T-Zell-Antworten auf antigene Bestand-
teile der eigenen intestinalen Mikroflora. Morbus Crohn ist durch eine Über-
aktivierung von Typ1-Helferzellen und Colitis Ulcerosa von Typ2-Helferzellen ge-
kennzeichnet (Blumberg & Strober 2001). 
 
Im gesunden Organismus stellt die Mukosa eine wirksame Barriere gegen pathogene 
Mikroorganismen im Darm dar. Im Falle einer CED könnte die Integrität dieser 
Barriere aufgrund unterschiedlicher Faktoren gestört sein, sodass das mukosale 
Immunsystem durch Produkte kommensalischer Bakterien oder in der Nahrung 
enthaltene Antigene stimuliert wird. Hierbei ist zum einen eine Penetration der 
Antigene durch die epitheliale Barriere hindurch mit sukzessiver Interaktion mit 
Immunzellen möglich. Alternativ könnten diese Antigene über Oberflächenrezeptoren 
das Epithelium aktivieren, das daraufhin Cytokine und Chemokine produziert und 
Immunzellen in der Mukosa aktiviert. Die Aktivierung klassischer antigenprä-
sentierender Zellen oder eine direkte Stimulation fördert die Differenzierung von 
Typ1- oder Typ2-Helferzellen. Von T-Helferzellen produzierte Faktoren wiederum be-
wirken eine sich selbst erhaltende Interaktion mit Makrophagen, die neben den T-
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Helferzellen-stimulierenden Zytokinen auch andere inflammatorische Zytokine wie IL-
1, IL-6 und vor allem TNF produzieren. Diese Zytokine bewirken in anderen Zellen 
über eine Aktivierung des NFκB-Signalweges die Produktion weiterer Zytokine. Re-
sultat ist eine sich selbst verstärkende Immunreaktion, die mit Gewebszerstörung 
und der Rekrutierung weiterer Leukozyten einhergeht (Podolsky 2002). Abb. 2.14 
gibt einen schematischen Überblick über diese Geschehnisse. 
 
 
Abb. 2.14: Schematischer Überblick über die zellulären und molekularen Ereignisse bei der 
Pathogenese von CED. Aus: Podolsky 2002 
2.6.2.4 Klassische Therapieformen 
Die klassischen Therapieformen von CED umfassen Ernährungstherapien und 
Diäten in Kombination mit einer medikamentösen Behandlung. Hier kommt vor allem 
5-Aminosalizylsäure zum Einsatz, bei schwereren Formen auch Kortikosteroide und 
Immunsuppressiva (Podolsky 2002). Als neuere Behandlungsmethode werden zur 
Therapie von Morbus Crohn auch Antikörper gegen TNF eingesetzt, um den Zyklus 
der Immunaktivierung zu unterbrechen (van Dullemen et al. 1995). 
Durch die Involvierung des NFκB-Signalweges steht jedoch auch ein Ansatzpunkt 
zur Verfügung, der gezielt durch ER-Aktivierung angegriffen werden kann. 
2.6.3 ERβ und CED 
Für Östradiol sind antiinflammatorische Wirkungen in den verschiedensten Organen 
bekannt (Miyamoto et al. 1999, Bruce-Keller et al. 2000, Maggi et al. 2001, Evans et 
al. 2002). Hierzu gehört auch der Darm.  
Harnish et al. (2004) beschrieben in ihren Experimenten positive Effekte einer Ös-
trogenbehandlung in vivo in einem transgenen CED-Modell (HLA-B27 Ratte). Diese 
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Effekte wurden auch in einem Modell chemisch induzierter Kolitis beobachtet (Günal 
et al. 2003). Die Hypothese, dass diese Effekte auf ERβ-vermittelte Signalwege 
zurückzuführen sind, scheinen Studien mit selektiven ERβ-Agonisten im HLA-B27 
Modell zu bestätigen. Hier konnten nach Applikation des Agonisten deutliche Ver-
besserungen der inflammatorischen Parameter und der Stuhlqualität beobachtet 
werden (Harris et al. 2003). 
Auch für Genistein wurde ein antiinflammatorisches Potenzial beschrieben (s.o.). Da 
es mit hoher Selektivität an ERβ bindet ist zu erwarten, dass auch Genistein positive 
Wirkungen in CED-Modellen hat und somit die niedrigen Inzidenzraten für CED in 
fernöstlichen Ländern auf die positiven Effekte isoflavon- und damit genisteinhaltiger 
Ernährung zurückzuführen sind.  
 
Bisher gibt es zu dieser Hypothese kaum experimentelle Studien (bezogen auf die 
Anzahl von in PubMed verfügbaren Publikationen), wenngleich positive Wirkungen 
auf Modelle chemisch induzierter Kolitis bereits für andere Phytoöstrogene wie Rutin 
(Kim et al. 2005) und Resveratrol (Martín et al. 2006) gezeigt werden konnten. Hier 
besteht demnach Forschungsbedarf. 
2.6.4 Untersuchung inflammatorischer Parameter basierend auf Genexpression 
und Enzymaktivität 
2.6.4.1 Untereinheit 1A der Cytochrom C Oxidase (1A) 
1A wurde in den mRNA Analysen als interner Standard verwendet. Es handelt sich 
bei der Cytochrom C Oxidase um das terminale Enzym der Atmungskette, das den 
Elektronentransfer von Cytochrom C auf molekularen Sauerstoff (O2) katalysiert 
(Ferguson-Miller & Babcock 1996). Die Untereinheit I ist eine von 13 Untereinheiten 
und wird gemeinsam mit den Untereinheiten II und III im mitochondrialen Genom 
kodiert, während sich die Gene der restlichen Untereinheiten in der nukleären DNA 
befinden (Cooper et al. 1991).  
2.6.4.2 Cyclooxygenase-2 (COX-2)  
Die beiden Isoformen der Cyclooxygenase, auch als Prostaglandin H2 Synthasen 
bezeichnet, sind bifunktionelle, membrangebundene Enzyme, die eine zentrale Rolle 
in der Prostaglandinbiosynthese spielen. Prostaglandine (PG) üben u.a. proli-
ferationsfördernde und immunsuppressive Effekte aus und sind bei der Entstehung 
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von Fieber und Schmerzen beteiligt. Das Substrat, die Fettsäure Arachidonsäure, 
wird in zwei Schritten über eine Cyclooxygenase- und eine Peroxidasereaktion zu 
dem instabilen Vorläufer-PG PGH2 umgebaut. COX-2 ist die induzierbare Isoform 
der beiden Cyclooxygenase Enzyme, die in den meisten Geweben unter normalen 
Umständen nur in geringem Maße exprimiert wird und deren Expression durch ver-
schiedene zelluläre Ereignisse ausgelöst wird (Garavito & Mulichak 2003). Durch das 
Vorhandensein verschiedener Transkriptionsfaktorbindungsstellen im COX-2-Pro-
motor bestehen unterschiedliche Möglichkeiten der Regulation. Hierzu gehört unter 
anderem ein Response Element für NFκB, durch das die Expression von COX-2 in 
inflammatorischer Umgebung durch die Ausschüttung von Zytokinen schnell induziert 
werden kann (Subbaramaiah & Dannenberg 2003). COX-2 ist daher besonders stark 
in inflammatorischem Gewebe anzutreffen, was dort zu einer gesteigerten PG-
Synthese führt. 
Zusätzlich gibt es Mechanismen einer posttranskriptionellen Regulation von COX-2, 
die von der 3’-untranslatierten Region gesteuert wird. Diese enthält eine Serie von 
Shaw-Kamen-Sequenzen (AU enriched Elements), die als mRNA Instabilitäts-
determinante oder als translationsinhibierendes Element fungieren. Das Binden di-
verser Proteine an dieses Element (z.B. der mRNA-Stabilitätsfaktor HuR) kann zu 
einer gesteigerten Stabilität und daraus resultierenden gesteigerten Spiegeln von 
COX-2 mRNA führen (Dixon et al. 2001), während Glukokortikoide wie 
Dexamethason die Stabilität verringern (Lasa et al. 2001). 
Für dauerhaft erhöhte Gewebespiegel von COX-2 und damit verbundene erhöhte 
PG-Spiegel konnte ein Zusammenhang mit der Entstehung von Karzinomen, vor 
allem im Kolon, nachgewiesen werden (Ristimaki 2004, Howe et al. 2001, Konturek 
et al. 2005); gleichzeitig scheint COX-2 für die Integrität der gesunden Mukosa und 
bei der Bewältigung von Ulzerationen in geschädigtem Gewebe des Gastrointes-
tinaltraktes von immenser Bedeutung zu sein (Zamuner et al. 2003, Wallace 2006a, 
Wallace 2006b). 
Über die Blockierung von NFκB durch ligandengebundene ER können östrogen 
wirksame Substanzen die Expression von COX-2 inhibieren, was je nach Betrach-
tungsweise (s.o.) positive oder negative Konsequenzen vor allem für den Darm mit 
sich bringt. Außerdem zeigen Studien, dass Flavonoide die COX-2 Transkription be-
einflussen können (O’Leary et al. 2004). 
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COX-2 wurde in den Untersuchungen ursprünglich als reiner Indikator für Ent-
zündungen im Darm analysiert. Die komplexen Zusammenhänge von Funktion und 
Regulation machten jedoch, besonders in den in vivo Studien, eine differenziertere 
Betrachtung notwendig.  
2.6.4.3 Interleukin 6 (IL-6) 
IL-6 ist ein multifunktionelles, hauptsächlich proinflammatorisches Zytokin, das von 
verschiedenen Zelltypen des Körpers gebildet wird und ebenfalls verschiedene 
Zelltypen aktiviert. Im Verlauf inflammatorischer Reaktionen kommt es zu einer früh-
zeitigen Induktion der IL-6 Expression, die auch im chronischen Verlauf der Ent-
zündung erhalten bleibt. Die Induktion erfolgt über unterschiedliche lösliche Faktoren. 
Hierzu gehören unter anderem IFNβ, TNFα und IL-1. NFκB spielt hierbei als Trans-
kriptionsfaktor eine wichtige Rolle, da sich im Promoter des IL-6 Gens neben ande-
ren Kontrollelementen ein NFκB Response Element befindet. Steroidhormone wie 
Östrogene, Androgene und Glukokortikoide hingegen hemmen die Expression von 
IL-6. Dies geschieht im Falle von Östrogenen wie bei COX-2 über die Blockierung 
von NFκB durch den liganden-gebundenen ER. Seine Wirkung entfaltet IL-6 über die 
Bindung an zwei verschiedene Rezeptoren (IL-6Rα und gp130). 
Hierzu gehört unter anderem die Stimulation der Transkription weiterer Gene über 
verschiedene Signaltransduktionswege, aber auch auf direktem Wege über IL-6 
Response Elemente. 
Über letzteren Weg werden vor allem Gene der Akute-Phase-Proteine aktiviert. IL-6 
assistiert damit bei der Bewältigung inflammatorischer Erkrankungen. Die Inak-
tivierung seines Gens führt u.a. zu einer Reduktion der Anzahl von T-Zellen und der 
Produktion von Immunglobulinen. Eine andauernde fehlerhafte Überexpression von 
IL-6 ist jedoch mit verschiedenen Erkrankungen assoziiert. Hierzu gehören auch 
CED (Kamimura & Hirano 2003). 
Aufgrund seiner zentralen Rolle in inflammatorischen Vorgängen und der direkten 
Verbindung zwischen Östrogenen und der Inhibition seiner Expression wurde IL-6 in 
den in vitro Experimenten als inflammatorisches Markergen in die Untersuchungen 
einbezogen. 
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2.6.4.4 Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) 
PCNA diente in den Analysen als Proliferationsmarker. Dabei handelt es sich um ein 
stark konserviertes intranukleäres Protein, das der DNA-Polymerase δ während der 
DNA-Synthese in der S-Phase als Ko-Faktor dient (Bravo et al. 1987, Hall et al. 
1990). Da PCNA vor allem in der G1- und S-Phase synthetisiert wird, korreliert seine 
Expression mit dem Proliferationsstatus der Zelle. Die Expression von PCNA kann 
durch Östrogen reguliert werden (Lobenhofer et al. 2002).  
2.6.4.5 Myeloperoxidase-Aktivität (MPO) 
Neutrophile polymorphkernige Leukozyten sind an Entzündungsreaktionen im Darm 
beteiligt. Entzündetes Kolongewebe ist durch eine starke neutrophile Infiltration 
gekennzeichnet (Yamada et al. 1991, Allgayer et al. 1989). Diese Zellen exprimieren 
das Enzym MPO, dass die Oxidation von Cl- durch H2O2 katalysiert, an deren Ende 
potente zytotoxische Oxidanzien entstehen (Grisham et al. 1986). Die Aktivität von 
MPO im Gewebe kann damit als Indikator für das Ausmaß der Infiltration dienen 
(Komatsu et al. 1992). Die MPO-Aktivitätsbestimmung wird daher in vielen aktuellen, 
eine experimentelle Kolitis betreffenden, publizierten Studien zur Bestimmung des 
Ausmaßes der Inflammation herangezogen (Sanchez-Fidalgo et al. 2007, Camacho-
Barquero et al. 2007, Hagar et al 2007, Isozaki et al. 2006) und fand auch im 
Rahmen der hier durchgeführten in vivo Studien als Inflammationsmarker Anwen-
dung. 
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3 Material und Methoden 
Die benötigten Puffer und Reagenzlösungen sind, sofern nicht im Text beschrieben, 
im Anhang aufgeführt. 
3.1 Verwendete Testsubstanzen 
Folgende Substanzen wurden auf ihre Wirkung in den CED-Modellen untersucht: 
Substanz Abk. Vollständiger Name Hill-Notation Bezugsquelle 
17β-
Östradiol E2 1,3,5-Estratriene-3,17β-diol C18H24O2 
Sigma-Aldrich, 
Schnelldorf, D 
ICI 
182780 
ICI 
(7α,17β)-7-[9-
[(4,4,5,5,5pentafluoropentyl)Sulf-
inyl]nonyl]estra-1,3,5(10)-triene-
3,17-diol 
C32H47F5O3S Schering AG, Berlin, D 
α-Agonist 16α-LE2 
3,17-dihydroxy-19-nor-17α-pregna-
1,3,5 (10)-triene-21,16α-lactone 
C20H24O4 Schering AG, Berlin, D 
β-Agonist 8β-VE2 
8-vinylestra-1,3,5 (10)-triene-3,17β-
diol 
C20H26O2 Schering AG, Berlin, D 
Genistein Gen 4′,5,7-Trihydroxyisoflavone C15H10O5 
LC Laboratories, 
Woburn, USA 
Dexa-
methason Dex 
9α-Fluoro-16α-methyl-11β,17α,21-
trihydroxy-1,4-pregnadiene-3,20-
dione 
C22H29FO5 
Sigma-Aldrich, 
Schnelldorf, D 
 
Tab. 3.1: Überblick über die im Rahmen der Arbeit verwendeten Testsubstanzen. 
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Abb. 3.1: Chemische Strukturen der im Rahmen der Arbeit verwendeten Testsubstanzen. 
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3.2 Tierexperimentelle in vivo Studien 
3.2.1 Allgemeine Haltungsbedingungen und Prozedere 
Alle Versuchstiere wurden permanent bei einer Raumtemperatur von 20-22°C, einer 
Luftfeuchtigkeit von 50-80% sowie einem Tag-Nacht-Zyklus von jeweils 12 h ge-
halten. Falls durch das Versuchsdesign nicht anders vorgegeben, hatten die Tiere 
Zugang zu Leitungswasser ad libitum sowie freien Zugang zur Nahrung. Diese 
Nahrung bestand je nach Versuchsdesign entweder aus einer phytoöstrogenarmen 
Standarddiät (R/M-H, Ssniff GmbH, Soest, D) oder einer explizit phytoöstro-
genreichen Diät (Rodent Diet 8604 Harlan Winkelmann, Borchen, D). Je nach Käfig-
größe wurden die Tiere im adulten Zustand zu je drei bzw. sechs Tieren je Käfig auf 
Holzstreu (Ssniff 3/4 Faser, Ssniff GmbH) gehalten. 
Für alle Versuchsvorhaben wurde zunächst bei der zuständigen Behörde (Regie-
rungspräsidium Köln) eine Genehmigung gemäß § 8 Abs.1 Tierschutzgesetz einge-
holt. 
Die Tiere wurden nach Abschluss der Versuche mit CO2 betäubt und durch De-
kapitation getötet. 
3.2.2 HLA-B27 transgene Ratte 
15 HLA-B27 transgene Ratten (13-16 Wochen alt) und fünf Fisher 344 Ratten (12 
Wochen alt) wurden von der Firma Taconic (Germantown, New York, USA) bezogen. 
Die Haltung erfolgte bis Versuchsbeginn in Käfigen mit Holzstreu. Ab Versuchs-
beginn wurden die Tiere in Einzelkäfigen mit Gitterböden umgesetzt, um den Kot auf 
einem darunterliegenden Bogen Papier aufsammeln und analysieren zu können. 
Um eine Entwicklung der CED-Symptome abzuwarten, wurde der Versuch mit Tieren 
im Alter von 18-20 Wochen durchgeführt. Da bei den F344 Tieren keine Symptom-
entwicklung abzuwarten war, wurden diese im Alter von 15 Wochen eingesetzt. Der 
Versuch wurde, auf zwei Staffeln verteilt, nacheinander durchgeführt. Während der 
gesamten Versuchszeit hatten die Tiere freien Zugang zu phytoöstrogenarmem 
Futter. 
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4 bzw. 5 Wochen 8 Tage
Ankunft SektionBehandlungsbeginn
Eingewöhnung/Symptomentwicklung Behandlung
 
Abb. 3.2: Schematische Darstellung des HLA-B27 Versuchs. 
 
Die Behandlung der Tiere mit den Testsubstanzen erfolgte einmal täglich subkutan 
(s.c.) über einen Zeitraum von acht Tagen. Die Substanzen waren in Erdnuss-
öl/DMSO (Verhältnis 5:1) als Trägersubstanz gelöst, das Applikationsvolumen betrug 
1 ml/kg Körpergewicht (KG). Die Behandlungsgruppen und die jeweilige Menge der 
applizierten Substanzen sind Abb. 3.3 zu entnehmen. 
5 Tiere
15 Wochen alt
unbehandelt
2 Tiere
(vormals 
Kontroll-
gruppe)
Behandlung:
4 µg/kgKG/d
5 Tiere
Mit Träger-
substanz
behandelt
2 wurden 
anschließend 
zur E2-Gruppe
5 Tiere
Behandlung: 
10 mg/kgKG/d
5 Tiere
Behandlung:
100 µg/kgKG/d
Intaktkontrolle
(F344)
Kontrolle Genistein
β-Agonist
8β-VE2
17-β-Östradiol
(E2)
5 Gruppen
 
Abb. 3.3: Überblick über Gruppeneinteilung und Dosierung der verabreichten Substanzen im Versuch 
mit HLA-B27 transgenen Ratten. 
 
Während des Zeitraums der Behandlung wurde die Stuhlkonistenz morgens und 
abends beobachtet und der Kot zur Bestimmung des relativen Wassergehalts drei 
Tage bei 60°C im Brutschrank getrocknet. Es wurde das Gewicht vor und nach dem 
Trocknen aufgezeichnet. Nach der Sektion wurden die Organe Kolon, Prostata, 
Samenblase, Milz und Herz entnommen, das Organfeuchtgewicht bestimmt und auf 
das Körpergewicht bezogen. Nach einer makroskopischen Untersuchung der Organe 
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wurden diese asserviert (s.u.) und molekularbiologische Untersuchungen von PCNA, 
Caspase-3 und COX-2 auf mRNA bzw. Proteinebene im Kolon durchgeführt. 
Zusätzlich wurde zur Bestimmung der Leukozytenzahl Blut entnommen und zur 
Hemmung der Gerinnung mit EDTA versetzt (Cellpack Probenröhrchen, Kabe Labor-
technik, Nümbrecht, D).  
3.2.3 TNBS-induzierte Kolitis 
Neben dem transgenen Modell der HLA-B27 Ratte stand ein weiteres CED-Modell 
zur Verfügung. Hierbei wurde eine Kolitis chemisch durch rektale Applikation von 
TNBS (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, D) induziert. 
3.2.3.1 Theoretische Grundlagen des TNBS-Modells 
Das TNBS-Modell wurde 1989 zum ersten Mal von Morris et al. beschrieben. Zur 
Induktion der Kolitis wird das Hapten TNBS (2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsäure) über 
eine Gummikanüle etwa 7-8 cm proximal des Anus appliziert. Dort entwickelt sich 
dann innerhalb von drei Tagen eine akute Entzündung des Kolons. 
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Abb. 3.4: Chemische Struktur von TNBS. 
3.2.3.2 Durchführung der Applikation 
Die TNBS-Versuche wurden an männlichen Wistar-Ratten durchgeführt, die von der 
Firma Elevage Janvier (Le Genest Saint Isle, Frankreich) bezogen wurden. Alle Tiere 
erhielten während der gesamten Versuchszeit phytoöstrogenarmes Futter. Eine 
Ausnahme stellt hierbei der Versuch C2 dar. 
Der Zugang zum Futter wurde 24-36 h vor der Applikation unterbrochen, um die 
Menge an Kot im Kolon während der Verabreichung zu minimieren. Anschließend 
bestand bis Versuchsende erneut freier Zugang zum Futter. 
Unmittelbar vor der Applikation von TNBS wurden die Tiere mit einem Gemisch aus 
Ketanest® (Pfizer GmbH, Karlsruhe, D) und Rompun® (Bayer, Leverkusen, D) tief 
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anästhesiert. TNBS wurde in 50%igem Ethanol gelöst und mit einer Kunststoff-
Sonde (Freka®-Ernährungssonde, Fresenius, Bad Homburg v.d.H., D) unter 
Massage des Bauches ca. 7-8 cm proximal des Anus langsam in das Kolon-Lumen 
eingebracht. Das Applikationsvolumen betrug 300-400 µl/kg KG (ca. 100 µg/Tier), die 
darin gelöste Menge an TNBS 20-40 mg/kg KG. Tiere der Intaktkontrollgruppen 
erhielten ausschließlich 50%igen Ethanol (Merck, Darmstadt, D). Um ein sofortiges 
Ausfließen der Lösung aus dem Darm zu verhindern, verblieb die Sonde zwei 
Minuten lang im Kolon, wobei die Tiere in einer Kopfüber-Position gehalten wurden. 
Um das Einführen der Sonde zu erleichtern und Hautverletzungen an exponierten 
Stellen von Anus und Skrotum zu minimieren, wurden diese mit Vaseline (Strath-
mann GmbH & CoKG, Hamburg, D) eingefettet. 
Nach der Applikation wurden die Tiere bis zum Versuchsende wieder in ihre Käfige 
gesetzt. 
Bei der Sektion am Versuchsende wurde allen Tieren Kolon, Milz, Lunge und Blut 
entnommen, sowie die Körpergewichte und die Organgewichte von Kolon und Milz 
bestimmt. 
3.2.3.3 Vorversuch zur Bestimmung einer geeigneten TNBS-Dosis (C1) 
Um die geeignete Menge an TNBS zur Induktion einer Kolitis zu bestimmen, wurde 
ein Vorexperiment mit einer hohen und einer niedrigen Dosis (40 mg und 20 mg/kg 
KG) TNBS, sowie einer Referenzbehandlung durchgeführt. Zu diesem Zweck wurden 
15 Tiere (elf Wochen alt) erworben und je einer von drei Behandlungsgruppen 
zugeteilt (Intaktkontrolle, TNBS 20 mg, TNBS 40mg). Alle Tiere erhielten phytoöstro-
genarmes Standardfutter. Nach einer Eingewöhnungszeit von einer Woche erfolgte 
die Applikation des TNBS-Stimulus. Der Versuch wurde drei Tage nach der 
Applikation beendet. 
 
1 Woche 3 Tage
Ankunft SektionTNBS-Stimulus
Eingewöhnung
akute
Inflammation
 
Abb. 3.5: Schematische Darstellung des Versuchs C1. 
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3.2.3.4 Untersuchung des Einflusses einer lebenslangen phytoöstrogen-
reichen Ernährung auf die akute Ausprägung inflammatorischer 
Parameter (C2) 
Diese Untersuchung wurde im Rahmen eines Züchtungsversuchs durchgeführt, der 
die Einflüsse einer lebenslangen phytoöstrogenreichen Diät (PAD) im Vergleich mit 
einer phytoöstrogenarmen Diät (PRD) auf verschiedene Organsysteme untersuchte.  
Zu diesem Zweck wurden die Versuchstiere in unserem Labor gezüchtet und aufge-
zogen. Während der Verpaarungszeit und der Trächtigkeit erhielten die Muttertiere 
entweder PAD oder PRD, sodass für die Tiere der F1-Generation bereits in utero 
eine Exposition gegenüber einer der beiden Diätformen bestand. Der Gehalt der 
Phytoöstrogene Genistein und Daidzein ist Tab. 3.2 zu entnehmen. Nach der Geburt 
wurden Phytoöstrogene, wenn auch in sehr geringen Mengen (Doerge et al. 2006), 
über die Muttermilch übertragen, bevor die Jungtiere nach Abstillen selbständig das 
jeweilige Futter aufnehmen konnten. Der TNBS-Stimulus erfolgte in einem Alter von 
etwa elf Wochen. Dabei wurden 20 mg/kg KG TNBS verabreicht. Um den Einfluss 
der Ernährung auf die akute Ausprägung der Kolitis zu untersuchen, wurde der Ver-
such nach drei Tagen beendet. Während dieser Zeit hatten die Tiere freien Zugang 
zur jeweiligen Ernährungsform. Die Intaktkontrolltiere erhielten PAD. Es wurde zu-
dem die Menge des verbrauchten Futters bestimmt. 
 
SektionGeburt Abstillen TNBS-Stimulus
In utero Muttermilch Futter ad libitum
21 Tage 25 Tage ca. 7 Wochen 3 Tage
11 Wochen  
Abb. 3.6: Schematische Darstellung des Versuchs C2. 
 
Isoflavon PAD PRD 
Genistein <10 µg/g 240 µg/g 
Daidzein <10 µg/g 232 µg/g 
 
Tab. 3.2: Gehalt von Genistein und Daidzein in µg/g PAD- bzw. PRD-Futter. 
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3.2.3.5 Untersuchung des Einflusses subkutan applizierter östrogener Sub-
stanzen auf die akute Ausprägung inflammatorischer Parameter (C3) 
Um die Wirkung ERβ-selektiver Substanzen auf den akuten Ausprägungsgrad einer 
Kolitis zu untersuchen, wurden zehn Wochen alte Wistar-Ratten vor dem TNBS-
Stimulus zunächst zehn Tage lang subkutan mit E2, 8β-VE2, Genistein oder der Trä-
gersubstanz behandelt. Die Behandlung setzte sich nach der Applikation von TNBS 
bzw. 50%igem Ethanol für die Intaktkontrollgruppe über drei weitere Tage fort. Anga-
ben zu den Behandlungsgruppen und Dosierungen der jeweiligen Substanzen sind 
Abb. 3.8 zu entnehmen. Die untersuchten Parameter waren identisch mit denen des 
Versuchs C2.  
 
1 Woche 3 Tage
Ankunft SektionTNBS-Stimulus
Eingewöhnung
Inflammation
Behandlung
10 Tage
Behandlung
Behandlungsbeginn
 
Abb. 3.8: Schematische Darstellung des Versuchs C3. 
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Abb. 3.9: Überblick über die Gruppeneinteilung und Dosierung der Testsubstanzen im Versuch C3.  
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3.2.3.6 Untersuchung des Einflusses von oral appliziertem Genistein auf die 
chronische Ausprägung inflammatorischer Parameter (C4) 
Versuch C4 untersuchte den Einfluss einer oralen Administration von Genistein (100 
mg/kg KG/d) auf die chronische Entwicklung einer Kolitis in zwölf Wochen alten 
Wistar-Ratten aus eigener Zucht. Zu diesem Zweck wurde die Behandlungszeit von 
drei auf 14 Tage ab TNBS-Applikation verlängert. Zwölf Tiere wurden in zwei Be-
handlungsgruppen (TNBS-Kontrolle und TNBS+Gen) à sechs Ratten eingeteilt, die 
beide einen Stimulus mit TNBS erhielten. Als Referenz wurde die Intaktkontrolle von 
C2 herangezogen. Die verabreichte TNBS-Menge betrug 40 mg/kg KG. Die Behand-
lung wurde mithilfe einer Schlundsondierungskanüle (Hauptner, Solingen, D) 24 h 
nach der TNBS-Applikation einmal täglich durchgeführt. Als Trägersubstanz diente 
eine Lösung aus 0,9% NaCl, 2% Tween 80 und 0,5% Methylzellulose (beide Sigma-
Aldrich). Das Applikationsvolumen betrug 5 ml/kg KG/d. Die TNBS-Kontrolltiere 
erhielten lediglich die Trägersubstanz. Während der Behandlung wurden täglich 
Futterverbrauch und Körpergewicht kontrolliert.  
Zur Kontrolle der Wirksamkeit des verabreichten Genisteins wurden nach Versuchs-
ende zusätzlich Prostata, Samenblase und Hoden entnommen, sowie deren Feucht-
gewicht bestimmt. 
SektionGeburt TNBS-Stimulus
14 Tage11 Wochen
Behandlungsstart
Aufwachsen Inflammation/Behandlung
 
Abb. 3.10: Schematische Darstellung des Versuchs C4. 
3.2.3.7 Gewebeasservierung und -aufbereitung 
Die entnommenen Gewebe wurden für die Analysen durch molekularbiologische 
Methoden in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C bis zur Weiterver-
arbeitung gelagert. 
Für die histologischen Untersuchungen wurden die Gewebe in 4%igem Formol fixiert 
und in einem Einbettautomaten (Tissue Tek VIP 2000, Miles Scientific, Naperville, IL, 
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USA) übernacht nach schrittweiser Dehydrierung in Paraffin gemäß eines Standard-
protokolls eingebettet.  
 
Um das Schneiden der Proben in einem Mikrotom zu ermöglichen, wurden die 
Gewebe an einer Ausgießstation (Tissue Tek II Tissue Embedding Center Sakura 
Finetek Europe B.V., Zoeterwoude, NL) in Paraffinblöcke eingegossen und ent-
sprechend der Schneiderichtung ausgerichtet. Für ein homogenes Erhärten des 
Paraffins erkalteten die Blöcke auf einer in der Ausgießstation integrierten Kühlplatte. 
Die fertigen Paraffinblöcke konnten anschließend direkt in das Mikrotom eingesetzt 
und geschnitten werden. 
Für die Untersuchung des Blutbildes wurde das Blut bei 4°C bis zur Analyse 
gelagert. Zur Bestimmung der Serum- bzw. Plasmaspiegel der östrogenen Substanz-
en wurde das Blut bei 4°C zehn Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert (Centrifuge 
5417R, Eppendorf, Hamburg, D). Der abgenommene Überstand wurde bis zur Ana-
lyse bei -20°C aufbewahrt. 
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3.3 In vitro Studien an Zellkulturen  
Eine Auflistung der in der Zellkultur verwendeten Verbrauchsmaterialien befindet sich 
im Anhang. 
 
Die Zellkulturuntersuchungen wurden mit zwei verschiedenen Adenokarzinom-Zell-
linien durchgeführt: HT-29 und Caco-2. 
3.3.1 Kultivierung der Zellen 
Alle Zellkulturarbeiten wurden unter keim- und bakterienfreien Bedingungen in 
sterilen Werkbänken (HERAsafe®, KENDRO, Hanau, D) durchgeführt. Die Zellen 
wurden in sterilen 75 cm2 Zellkulturflaschen (TPP, Trasadingen, CH) in einem Brut-
schrank (Heraeus, Hanau, D) bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert 
und wuchsen in 20 ml DMEM, das 4,5 g/l Glucose enthielt und mit 4 mM L-Glutamin, 
20 ml/l Penicillin/Streptomycin und nicht hitzeinaktiviertem FKS (alle Invitrogen, 
Karlsruhe, D) versetzt war. Der Anteil von FKS am Medium betrug bei HT-29 Zellen 
10% und bei Caco-2 Zellen 20%. Ein Mediumwechsel erfolgte im Rahmen des 
Passagierens der Zellen. 
3.3.2 Passagieren der Zellen 
Die Zellen wurden alle drei bis vier Tage passagiert, um eine dauerhafte Kultur zu 
gewährleisten und die Zellen nicht zu dicht wachsen zu lassen. Dies war zugleich 
Voraussetzung für die Durchführung von Experimenten in Kulturschalen.  
Hierzu wurde zunächst das verbrauchte Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS 
(Invitrogen) gewaschen. Nach erneutem Absaugen wurden 2,5 ml 37°C warmes 
Trypsin/EDTA (Invitrogen) in die Kulturflasche gegeben und diese ca. fünf bis zehn 
Minuten bei 37°C inkubiert, bis die Zellen sich vom Untergrund abgelöst hatten. Die 
Trypsinierung wurde durch Zugabe von 10 ml DMEM/FKS gestoppt, die Zellsus-
pension in ein steriles 15 ml Zentrifugenröhrchen (BD, Heidelberg, D) überführt und 
vier Minuten bei 700 rpm und Raumtemperatur abzentrifugiert (Megafuge 3.0R, 
Heraeus, Osterode, D). Der Überstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in 10 ml 
DMEM/FKS resuspendiert. Ein Teil dieser Suspension wurde zur weiteren Kulti-
vierung in neue Kulturflaschen überführt und mit Medium auf 20ml aufgefüllt. 
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3.3.3 Herstellung von CCS-Medium 
Alle Versuche mit östrogen wirksamen Substanzen wurden in DMEM mit 10 bzw. 
20% Aktivkohle-behandeltem FKS (CCS) durchgeführt. Diese Behandlung ist 
notwendig, um im FKS enthaltene Steroide zu entziehen, die die Versuchsergeb-
nisse falsch-positiv beeinflussen würden. Zur Herstellung von CCS wurde FKS mit 
Aktivkohle (10 g/l) versetzt und 1h bei 4°C unter Schütteln inkubiert. Das Gemisch 
wurde bei 4°C übernacht gelagert, um die Kohle sedimentieren zu lassen und an-
schließend 30 min bei 3500 rpm und 4°C abzentrifugiert. Der Überstand wurde steril-
filtriert (Sterilfilter, Schleicher & Schuell BioScience GmbH, Dassel, D) und anschlie-
ßend dem Medium zugesetzt. 
3.3.4. Zellversuche und Hormonbehandlungen 
Die Zellversuche wurden in 6-Well-Platten (Nunc A/S, Roskilde, DK) mit 2 bzw. 3 ml 
CCS-Medium durchgeführt. Die Zellzahl wurde zuvor mithilfe einer Bürker-Zählkam-
mer (Brandt GmbH + Co KG, Wertheim, D) bestimmt, um die zuvor definierte Zellzahl 
in allen Wells zu gewährleisten. 
Alle Testsubstanzen wurden in DMSO gelöst. Die Konzentration war so gewählt, 
dass nach Behandlung der Zellen mit den Substanzen die DMSO-Konzentration im 
Medium 0,1% betrug. Um auszuschließen, dass Effekte auf DMSO zurückzuführen 
waren, wurden die Kontrollgruppen ebenfalls mit DMSO behandelt. 
Zur Stimulation der mRNA-Expression von COX-2 und IL-6 wurden die Zellen mit 10 
ng/ml IL-1β (PromoCell, Heidelberg, D) behandelt, das in 0,1% PBS/BSA gelöst war 
(1 ng/µl). Nicht-stimulierte Kontrollgruppen wurden mit 0,1% PBS/BSA behandelt. Die 
Versuche wurden mit einem Waschgang mit 4 bis 8°C kaltem PBS und anschlie-
ßender Aufnahme der Zellen in TRIzol® (Invitrogen) beendet. 
3.3.5 Studien mit HT-29 Zellen 
HT-29 Zellen wurden von der Schering AG (Berlin, D) bereitgestellt. Es handelt sich 
hierbei um eine humane Adenokarzinom-Zelllinie des rektosigmoidalen Kolons, die 
aus einer kaukasischen Kolonkrebs-Patientin isoliert wurde. Die epithelialen Zellen 
sind stark entartet, hypertriploid und besitzen eine Vielzahl von Chromosomen-
Aberrationen. Das Wachstum erfolgt adhärent, unpolarisiert und einschichtig als 
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Monolayer. Die Zellen haben unter optimalen Bedingungen eine Verdopplungszeit 
von ca. 24 h (Fogh & Trempe 1975). 
 
Abb. 3.11: Mikroskopische Aufnahme adhärent wachsender HT-29 Zellen in niedriger (links) und 
hoher (rechts) Dichte. Die Länge des abgebildeten Balkens entspricht 100 µm.  
Quelle:http://www.lgcpromochem-atcc.com/common/images/Cells/HTB-38_mg1.jpg 
3.3.5.1 Experimente mit untransfizierten Zellen 
3.3.5.1.1 Zeitabhängige Stimulation mit IL-1β 
Zur Bestimmung der optimalen Stimulationszeit der mRNA Expression von COX-2 
und IL-6 durch IL-1β wurde ein Zeitreihenexperiment durchgeführt. HT-29 Zellen 
wurden in 6-Well-Platten ausgestreut (20.000 Zellen/Well) und fünf Tage in CCS 
kultiviert. Jeweils 2, 4, 7 und 24 h vor Versuchsende am sechsten Tag wurde das 
Medium der entsprechenden Behandlungsgruppe mit IL-1β versetzt und der Versuch 
anschließend beendet. 
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3.3.5.1.2 Modulation der IL-1β-induzierten COX-2 und IL-6 mRNA-Expression 
durch Testsubstanzen 
Um den Einfluss der Testsubstanzen auf die IL-1β-induzierte COX-2 und IL-6 mRNA-
Expression zu messen, wurden 30.000 Zellen pro Well in 6-Well-Platten ausgestreut 
und in CCS kultiviert. Einen Tag nach dem Ausstreuen wurden die Zellen mit den 
Testsubstanzen behandelt. Nach drei Tagen erfolgten ein Mediumswechsel und eine 
erneute Behandlung mit den Testsubstanzen. Sieben Stunden vor Versuchsende 
wurden die Zellen mit IL-1β stimuliert und anschließend die RNA extrahiert. 
Versuchsgruppen mit den Endkonzentrationen der ins Medium applizierten Test-
substanzen: 
1. Kontrollgruppe 
2. Kontrollgruppe + IL-1β (10 ng/ml) 
3. IL-1β + E2 (10-8M) 
4. IL-1β + 8β-VE2 (10-8M) 
5. IL-1β + Gen (10-6M) 
 6. IL-1β + Dex (10-8M) 
3.3.5.1.3 Modulation der IL-1β-induzierten COX-2 und IL-6 mRNA-Expression 
durch E2 und Antagonisierung durch ICI182780 
Der Einsatz eines Antiöstrogens eignet sich zur Untersuchung der Involvierung der 
ER bei Effekten potenziell östrogen wirksamer Substanzen. Im Rahmen dieses Ex-
periments wurde untersucht, ob der Effekt von E2 auf die IL-1β-induzierte COX-2 und 
IL-6 mRNA-Expression ER-vermittelt ist. Zur Antagonisierung wurde das reine 
Antiöstrogen ICI 182780 verwendet. In diesem Experiment wurden 75.000 Zellen/ 
Well in 6-Well-Platten ausgestreut und in CCS-Medium kultiviert. Nach drei Tagen 
wurde das Medium gewechselt und die Zellen für drei Tage mit den Testsubstanzen 
behandelt. Im Falle der Antagonisierung erhielten die Zellen des entsprechenden 
Wells sowohl E2 als auch ICI in Kombination. Sieben h vor Versuchsende erfolgte 
die Stimulation mit IL-1β.  
Versuchsgruppen mit den Endkonzentrationen der ins Medium applizierten Test-
substanzen: 
1. Kontrollgruppe 
2. Kontrollgruppe + IL-1β (10 ng/ml) 
3. IL-1β + E2 (10-8M) 
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4. IL-1β + E2 (10-8M) + ICI (10-7M) 
5. IL-1β + ICI (10-7M) 
 6. IL-1β + Dex (10-8M) 
3.3.5.1.4 Untersuchung der Proteinexpression von ERα in transfizierten und 
nicht transfizierten HT-29 Zellen mittels Immunzytochemie 
Zur Untersuchung der Expression von ERα in HT-29 Zellen sowie zur Optimierung 
und Kontrolle der transienten Transfektionen wurde eine immunzytochemische Un-
tersuchung durchgeführt. Hierzu wurden 450.000 Zellen/Well in 6-Well-Platten aus-
gestreut, deren Boden mit einem Deckgläschen (12mm, Langenfeld, D) bedeckt war, 
und in CCS-Medium kultiviert. Nach zwei Tagen erfolgte die transiente Transfektion 
mit ERα (s. Kap. 3.3.5.2) und weitere 24 h später die Fixierung der Zellen und die 
sich daran anschließende immunzytochemische Untersuchung (s. Kap. 3.6.1).  
3.3.5.2 Experimente mit transfizierten HT-29 Zellen 
3.3.5.2.1 Transiente Transfektion mit dem HEGO/pSG5 ERα 
Expressionsvektor  
Das Plasmid HEGO/pSG5 ist ein Expressionsvektor, der die komplette Basen-
sequenz für den humanen ERα trägt (Tora et al. 1989). Diese ist nicht an GFP ge-
koppelt und das Plasmid beinhaltet lediglich ein Resistenzgen gegen Ampicillin, so-
dass nur transiente Transfektionen möglich sind (Abb. 3.11).  
 
Abb. 3.11: Plasmidkarte des HEGO/pSG5 Konstruktes.  
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3.3.5.2.1.1 Gewinnung von HEGO/pSG5 aus transformierten E.coli 
HEGO/pSG5-transformierte E.coli Zellen waren im Institut bereits vorhanden. Zur 
Extraktion des Plasmids wurden die E.coli zunächst in Kultur vermehrt. Hierzu 
wurden diese auf Agarplatten ausgestrichen und nach 24 h eine Einzelkolonie in LB-
Medium überführt. Nachdem eine ausreichende Zellzahl erreicht war, wurden die 
Plasmide mithilfe eines Kits (Plasmid Maxi Kit, Quiagen, Hilden, D) gemäß des Her-
stellerprotokolls aus den Bakterien extrahiert. 
3.3.5.2.1.2 Durchführung der transienten Transfektion und der Hormonversuche 
Die Transfektionen wurden mit dem FuGENE® 6 Transfektionsreagenz (Roche, 
Basel, CH) gemäß der Anleitung des Herstellers durchgeführt.  
Zunächst wurden 80.000 HT-29 Zellen/Well in 6-Well-Platten ausgestreut und in 
CCS kultiviert. Nach drei Tagen wurde das Medium gewechselt und die Trans-
fektionslösung bestehend aus 
92 µl serumfreies DMEM 
3 µl FuGENE® 6 
5 µl HEGO/pSG5 (10ng/µl) 
in die zu transfizierenden Wells hinzugegeben. Nicht zu transfizierende Wells wurden 
nicht behandelt. Nach der Transfektion wurden die entsprechenden Wells für drei 
Tage mit E2 (10-8M) behandelt. Sieben Stunden vor Versuchsende wurden die ent-
sprechenden Wells mit IL-1β stimuliert. 
Behandlungsgruppen: 
 1. Kontrollgruppe 
 2. Kontrollgruppe + IL-1β 
 3. IL-1β + E2 10-8M 
 4. IL-1β + Dex 10-8M 
 5. HEGO + E2 10-8M 
 6. HEGO + IL-1β + E2 10-8M 
3.3.5.2.2 Transiente Transfektion mit dem pSG5hERβ Expressionsvektor 
Der Expressionsvektor für den humanen ERβ ist identisch mit dem HEGO-
Expressionsvektor (pSG5) (Abb. 3.11) und unterscheidet sich lediglich in der für den 
ER kodierenden Sequenz. 
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3.3.5.2.2.1 Transformation kompetenter E.coli und Plasmidextraktion 
Da im Institut keine mit pSG5hERβ transformierten E.coli vorhanden waren, wurde 
die Transformation selbst durchgeführt. Der pSG5hER wurde von der Schering AG 
zur Verfügung gestellt. Kompetente E.coli (JM109 Competent Cells, >107 cfu/µg) 
wurden von der Promega GmbH (Mannheim, D) bezogen. Die Transformation wurde 
gemäß dem beiliegenden Herstellerprotokoll durchgeführt. Die Vermehrung und Ex-
traktion des Plasmids war identisch mit HEGO/pSG5. 
3.3.5.2.2.2 Durchführung der transienten Transfektion und Hormonversuche 
Die Transfektionen mit pSG5hERβ wurden ebenfalls mit FuGENE® 6 durchgeführt.  
Zunächst wurden 75.000 HT-29 Zellen/Well in 6-Well-Platten ausgestreut und in 2 ml 
CCS kultiviert. Nach drei Tagen wurde das Medium gewechselt und die Transfek-
tionslösungen hinzugegeben. Es wurden zur Optimierung der Transfektion unter-
schiedliche Verhältnisse von Transfektionsreagenz zu Plasmid-DNA (3:1; 3:2; 6:1) 
getestet: 
 
3:1 
96 µl serumfreies DMEM 
3 µl FuGENE® 6 
1 µl HEGO/pSG5 (1 ng/µl) 
 
3:2 
95 µl serumfreies DMEM 
3 µl FuGENE® 6 
2 µl HEGO/pSG5 (1 ng/µl) 
 
6:1 
93 µl serumfreies DMEM 
6 µl FuGENE® 6 
1 µl HEGO/pSG5 (1 ng/µl) 
 
Nach der Transfektion  wurden  die entsprechenden  Wells für drei Tage mit E2 (10-
8M) behandelt. Sieben Stunden vor Versuchsende wurden die entsprechenden Wells 
mit IL-1β stimuliert. 
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Behandlungsgruppen: 
 1. Kontrollgruppe 
 2. Kontrollgruppe + IL-1β 
 3. IL-1β + E2 10-8M 
 4. pSG5hER β + IL-1β + E2 10-8M (3:1) 
 5. pSG5hER β + IL-1β + E2 10-8M (3:2) 
 6. pSG5hER β + IL-1β + E2 10-8M (6:1) 
3.3.6 Studien mit Caco-2 Zellen 
Die verwendeten Caco-2 Zellen wurden vom ernährungswissenschaftlichen Institut 
der Universität Jena bezogen. 
Ursprünglich aus dem primären Kolontumor eines 72-jährigen Kasachen gewonnen 
(DSMZ 2004), besitzen Caco-2-Zellen sowohl spezialisierte enterozytische als auch 
kolonozytische Zellfunktionen. Sie besitzen einen Bürstensaum und exprimieren 
intestinale Enzyme, deren Aktivität mit jenen in der normalen Kolonmukosa ver-
gleichbar ist. Das Wachstum erfolgt wie bei HT-29 Zellen adhärent und einschichtig 
(Duthie & Dobson 1999). 
 
Abb. 3.13: Mikroskopische Aufnahme adhärent wachsender Caco-2 Zellen in niedriger (links) und 
hoher (rechts) Dichte. Die Länge des abgebildeten Balkens entspricht 100 µm. 
Quelle: http://www.lgcpromochem-atcc.com/common/images/Cells/HTB-37_mg1.jpg 
Material und Methoden 57 
3.3.6.1 Durchführung der Experimente 
Die Untersuchung der mRNA Expressionen wurde in 6-Well-Platten durchgeführt. 
Die Zellen wurden in 6-Well-Platten ausgestreut und in CCS kultiviert. Die Expe-
rimente wurden in enger Anlehnung an die Versuche mit den HT-29 Zellen durch-
geführt. 
3.3.6.2 Zeitabhängige Stimulation mit IL-1β 
Wie bei den HT-29 Zellen wurde zur Bestimmung der optimalen Stimulationsdauer 
der mRNA Expression von COX-2 und IL-6 durch IL-1β ein Zeitreihenexperiment 
durchgeführt. 250.000 Caco-2 Zellen/Well wurden in 6-Well-Platten ausgestreut 
(20.000 Zellen/Well) und insgesamt vier Tage in CCS kultiviert. Jeweils 2, 4, 7 und 
24 h vor Versuchsende am vierten Tag wurde das Medium der entsprechenden Be-
handlungsgruppe mit IL-1β versetzt und der Versuch anschließend beendet. 
3.3.6.3 Modulation der IL-1β-induzierten COX-2 und IL-6 mRNA-Expression 
durch Testsubstanzen 
75.000 Zellen/Well wurden in 6-Well-Platten ausgestreut und in CCS kultiviert. Drei 
Tage nach dem Ausstreuen wurde ein Mediumswechsel durchgeführt und die Zellen 
mit den Testsubstanzen behandelt. Die Wirkzeit betrug drei Tage. Sieben Stunden 
vor Versuchsende wurden die Zellen mit IL-1β stimuliert und anschließend die RNA 
extrahiert. 
Versuchsgruppen mit Endkonzentrationen im Medium der eingesetzten Testsub-
stanzen: 
1. Kontrollgruppe 
2. Kontrollgruppe + IL-1β 
3. IL-1β + E2 10-8M 
4. IL-1β + 16α-LE2 10-8M 
5. IL-1β + 8β-VE2 10-8M 
6. IL-1β + Gen 10-6M 
 7. IL-1β + Dex 10-8M 
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3.3.6.4 Dosis-Wirkungs-Untersuchung von E2 und Gen auf die IL-1β-
induzierte COX-2 und IL-6 mRNA-Expression 
Um zu untersuchen, ob die Wirkungen von E2 und Gen auf die IL-1β-induzierte 
COX-2 und IL-6 mRNA-Expression dosisabhängig sind, wurden Experimente mit 
hohen und niedrigen Konzentrationen von E2 und Gen durchgeführt. 
75.000 Zellen/Well wurden in 6-Well-Platten ausgestreut und drei Tage in CCS-
Medium kultiviert, bevor ein Mediumswechsel und die anschließende Behandlung 
durchgeführt wurden. Am dritten Tag wurden die Zellen mit IL-1β stimuliert. 
 
Behandlungsgruppen: 
 I. Versuch mit E2   II. Versuch mit Gen  
 1. Kontrollgruppe   1. Kontrollgruppe 
 2. Kontrollgruppe + IL-1β  2. Kontrollgruppe + IL-1β 
 3. IL-1β + E2 10-8M   3. IL-1β + Gen 10-8M 
 4. IL-1β + E2 10-6M   4. IL-1β + Gen 10-4M 
3.4 Genexpressionsanalysen 
Die Genexpressionen wurden anhand der relativen mRNA-Expression mittels 
RealTime RT-PCR untersucht. Dazu wurde zunächst RNA aus Gewebe bzw. Zellen 
isoliert, in cDNA umgeschrieben und anschließend in der PCR quantifiziert. 
3.4.1 RNA-Extraktion 
Die Extraktion der Gesamt-RNA aus Zellen und Gewebe erfolgte mithilfe von TRIzol® 
(Invitrogen GmbH) nach der von MacDonald (1987) beschriebenen Methode.  
Das gepoolte tiefgefrorene Gewebe wurde hierzu zunächst in ein stickstoffgekühltes 
Teflongefäß (Sartorius, Göttingen, D) mit einer Stahlkugel (Sartorius) gegeben, in 
einem Dismembrator (Braun, Melsungen, D) 45 Sekunden lang homogenisiert und 
anschließend mit TRIzol® versetzt.  
Bei der Extraktion aus der Zellkultur wurden die Zellen nach einem Waschschritt in 
der Kulturschale mit TRIzol® versetzt und mittels eines Zellschabers (Sarstedt, Nüm-
brecht, D) vom Schalenboden gelöst. 
Die Suspensionen aus Gewebe bzw. Zellen wurden im Anschluss daran in ein 1,5 ml 
Reaktionsgefäß (STARLAB GmbH, Ahrensburg, D) überführt und bis zur Weiter-
verarbeitung bei -80°C gelagert. 
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Die Gesamt-RNA wurde gemäß einem Standardprotokoll extrahiert. Die Fällung der 
RNA erfolgte dabei durch Zugabe von Isopropanol (Merck, Darmstadt, D). Die ge-
trocknete RNA wurde in DEPC-Wasser resuspendiert. 
3.4.2 RNA-Quantifizierung 
Die Konzentration der gelösten RNA wurde spektrophotometrisch (Ultrospec 2000, 
Pharmacia Biotech, Cambridge, UK) bei einer Wellenlänge von 260 nm bestimmt 
und durch Referenzmessung bei 280 nm anhand des Extinktionsverhältnisses dieser 
beiden Werte auf die Reinheit der extrahierten Nukleinsäuren untersucht. Die hierbei 
ermittelten Werte bewegten sich um den Wert 2. 
3.4.3 Bestimmung der RNA-Qualität mittels Gelelektrophorese 
Um auszuschließen, dass die in die cDNA-Synthese eingesetzte RNA in den 
vorausgegangenen Arbeitsschritten durch RNasen beschädigt war, wurde deren 
Qualität gelelektrophoretisch auf einem 2%igen Agarosegel (Biozym, Hessisch 
Oldendorf, D) untersucht. Die Existenz zweier distinkter rRNA Banden (18 S und 28 
S) deutete auf nicht degradierte RNA hin. 
3.4.4 cDNA Synthese 
3.4.4.1 DNase-Verdau 
DNA-Kontaminationen der RNA-Lösung wurden durch einen DNase-Verdau 
beseitigt. Hierzu wurden 3 µg RNA mit DNase und DNase Puffer (beide Invitrogen) 
versetzt und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch die Zugabe von EDTA und 
15-minütigem Erhitzen des Ansatzes auf 65°C erfolgte die Inaktivierung der Verdau-
ungsreaktion. Die Volumina der jeweiligen Komponenten sind Tab. A.2 im Anhang zu 
entnehmen. 
3.4.4.2 cDNA-Synthese 
Die First-Strand cDNA Synthese wurde mithilfe des Superscript II Kits der Firma 
Invitrogen entsprechend des Herstellerprotokolls durchgeführt. Hierzu wurde der An-
satz aus dem DNase-Verdau zunächst mit Oligo-(dT)12-18-Primern versetzt und 
zehn Minuten bei 70°C inkubiert. Nach der Zugabe von RT-PCR-Puffer, Mg2Cl, 
dNTP’s und DTT (Tab. A.3) erfolgte eine fünfminütige Erwärmung auf 42°C zur 
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Hybridisierung der Primer mit dem Poly(A) Schwanz der mRNA, bevor der Reaktion 
0,8 µl Superscript II Reverse Transkriptase hinzugegeben wurde. Die Synthese-
reaktion erfolgte 60 min bei 42°C und wurde durch eine 15-minütige Inkubation bei 
70°C inaktiviert. 
3.4.4.3 RNase H Verdau 
Für die Beseitigung der mRNA-Stränge wurden dem Reaktionsansatz 0,8 µl RNase 
H (Invitrogen) zugefügt und eine abschließende 20-minütige Inkubation bei 37°C 
durchgeführt, an deren Ende einsträngige cDNA in Lösung vorlag, die als Matrize für 
die PCR diente. 
Alle Inkubationsschritte der cDNA-Synthese, mit Ausnahme der Inkubation bei 
Raumtemperatur, erfolgten in einem Thermocycler (PCR System 9600, Foster City, 
CA, USA). 
3.4.5 RT-PCR 
3.4.5.1 Allgemeine Einführung 
Die Methode der RT-PCR ermöglicht eine sensitive Analyse der mRNA-Expression, 
indem sie durch Einsatz einer DNA-Polymerase die Anzahl der Matrizen-cDNA-
Moleküle exponentiell erhöht und dabei selektiv Abschnitte amplifiziert, die durch ent-
sprechende Auswahl der Primer dem zu untersuchenden Gen zugehörig sind. Durch 
die zyklusweise Vermehrung der DNA-Stränge wird es somit möglich, wenige Aus-
gangsmoleküle an DNA durch verschiedene Prozesse zu visualisieren. Nach einem 
gruppeninternen Abgleich mit einem durch vorangegangene Behandlungen nicht 
regulierten Referenzgen ist es möglich, die relativen mRNA-Expressionen der Ziel-
gene zu quantifizieren und verschiedene Behandlungsgruppen zu vergleichen.  
Der Abgleich mit dem Referenzgen ist notwendig, um Variationen im cDNA-Gehalt 
der einzelnen Gruppen auszugleichen, die durch Messungenauigkeiten und die vor-
ausgegangene Prozessierung der mRNA entstanden sein können. Im Falle der 
vorliegenden Arbeit wurde als Referenzgen die Untereinheit 1 der Cytochrom-C-
Oxidase (1A), die sich bei der Untersuchung östrogener Wirkungen auf Genex-
pressionen bewährt hat (Diel et al. 2000, Zierau et al. 2004), verwendet. 
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3.4.5.2 Verwendete Primer 
Primer werden als Startpunkte für die PCR-Reaktion benötigt. Sie sind komplementär 
zu einem Abschnitt des zu untersuchenden Zielgens. Die in dieser Arbeit 
verwendeten Primer wurden entweder der Literatur entnommen oder mithilfe des 
OligoPerfect™ Designer (Invitrogen) erstellt und mittels BLAST (http://www. 
ncbi.nlm.nih.gov/)BLAST/Blast.cgi) auf deren Spezifität überprüft.  
 
Die Primer sollten die folgenden Bedingungen erfüllen: 
• Schmelztemperatur von ca. 60°C 
• Bindungsstelle des Primers nahe am 3’-Ende des Gens 
• G/C-Anteil von 40-60% 
• Amplikonlänge von 100-300 bp 
• Primerlänge 20-30 bp 
 
Tab. 3.3 enthält eine Übersicht über die in dieser Arbeit verwendeten Primer: 
 
 
Gen Primer Amplikon 
Annealing-
Temperatur 
Ratte    
1A 
5’-CGT CAC AGC CCA TGC ATT CG-3’ 
5’-CTG TTC ATC CTG TTC CAG CTC-3’ 
212 bp 58-62°C 
COX-2 
5’-TAC CCG GAC TGG ATT CTA CG-3’ 
5’-AAG TTG GTG GGC TGT CAA TC-3’ 
215 bp 60°C 
PCNA 
5’-GAG CAA CTT GGA ATC CCA GAA CAG G-3’ 
5’-CCA AGC TCC CCA CTC GCA GAA AAC T-3’ 
158 bp 58°C 
Human    
1A 
5’-CGT CAC AGCCCA TGC ATT TG-3’ 
5’-GGT TAG GTC TAC GGA GGC TC-3’ 
267 bp 58-62°C 
COX-2 
5’-GCT CAG CCA TAC AGC AAA TCC-3’ 
5’-GGG AGT CGG GCA ATC ATC AG-3’ 
406 bp 60°C 
IL-6 
5’-TAC CCC CAG GAG AAG ATT CC-3’ 
5’-TTT TCT GCC AGT GCC TCT TT-3’ 
175 bp 60°C 
ERα 
5’-AGA GAT GCT CCA TGC CTT TG-3’ 
5’-GCA GAC AGG GAG CTG GTT CA-3’ 
528 bp 62°C 
ERβ 
5’-TGT CTG CAG CGA TTA CGC A-3’ 
5’-GCG CCG GTT TTT ATC GAT T-3’ 
145 bp 60°C 
 
Tab. 3.3: Namen, Sequenzen und Annealing-Temperaturen der verwendeten Primer sowie die Längen 
der Amplifikationsprodukte. 
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3.4.5.3 cDNA Qualitätskontrolle – konventionelle PCR 
Zur Qualitätskontrolle der cDNA wurde zunächst eine konventionelle PCR in einem 
Thermocycler (UNO-Thermoblock, Biometra, Göttingen, D) durchgeführt. Um ein 
möglichst deutliches Signal zu erhalten, wurde der 1A-Primer verwendet. Die 
Amplifikation bestand aus 18 Zyklen Denaturierung, Primeranlagerung (Annealing) 
und Extension sowie einer vierminütigen initialen Denaturierung und einer vier-
minütigen terminalen Primerextension. 
Die Zusammensetzung einer einzelnen Reaktion ist Tab. A.4 zu entnehmen. 
3.4.5.4 RealTime-PCR 
Die Methode der RealTime-PCR ist eine Weiterentwicklung der konventionellen 
PCR-Methode, die hochsensitiv ist und eine vereinfachte Quantifizierung der mRNA-
Expression ermöglicht. 
Das Prinzip der Methode basiert auf der Verwendung eines fluoreszierenden 
Reporters, mit dessen Hilfe die PCR-Reaktion in Echtzeit (RealTime) überwacht 
werden kann. Das interkalierende Reporterfarbstoffmolekül, in diesem Fall unspe-
zifisch bindendes SYBR® Green I (Roche, Mannheim, D), lagert sich in die DNA-Dop-
pelstränge ein und fluoresziert bei Bestrahlung mit Halogenlicht etwa 50-100fach 
stärker als in ungebundenem Zustand. Mit jedem Amplifikationszyklus steigt damit 
die Fluoreszenz an. Während der ersten Zyklen ist diese Zunahme kaum messbar. 
Erst ab einer bestimmten Zykluszahl, dem sogenannten „Threshold Cycle“ (CT), ist 
eine signifikante Überschreitung des Hintergrundrauschens zu beobachten. Die ex-
ponentielle Amplifikationskurve mündet in ein Plateau. Dies bedeutet, dass keine 
weitere Amplifikation mehr stattfindet. Je nach Lage des CT lässt sich aus dem Ver-
gleich mit einem Standardamplifikat die Menge der anderen Amplifikate relativ quan-
tifizieren. 
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Abb. 3.14: Darstellung des Ergebnisses einer RealTime-PCR auf dem Computermonitor nach 
Abschluss der Reaktion (Beschriftung und Pfeile nachträglich eingefügt). 
3.4.5.4.1 Auswertung der RealTime PCR 
Die relativen mRNA Mengen wurden nach der ∆∆CT-Methode (comparative cycle 
threshold method; Winer et al. 1999) bestimmt. Hierbei wird zunächst die Differenz 
zwischen den CTs (∆CT) von Zielgen und Referenzgen innerhalb einer Behand-
lungsgruppe berechnet:  
∆CT = CT(Zielgen) -CT (Referenzgen) 
Um Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen zu bestimmen, werden die 
∆CT auf eine Kontrollgruppe bezogen:  
∆∆CT = ∆CTZielgen (Kontrolle) - ∆CT Zielgen (Probe) 
In einem abschließenden Schritt werden die ∆∆CT-Werte in absolute Induktionswerte 
(Fold Induction) umgerechnet, wobei der Kontrollgruppe der Wert 1 zugeordnet wird. 
Die Fold Induction (FI) wird folgendermaßen berechnet: 
FI = 2- ∆∆CT 
Dieser FI-Wert wurde den Grafiken der relativen mRNA Expression im Kapitel „Er-
gebnisse“ zugrundegelegt. 
 
Die hier vorgestellte Methode geht davon aus, dass Ziel- und Referenzgen eine opti-
male PCR-Effizienz besitzen (Verdoppelung der Amplikons je Zyklus) (Pfaffl 2001). 
 
Um eine statistische Auswertung zu ermöglichen, wurde jede PCR-Reaktion in 
Tripletts durchgeführt und aus diesen, nach Ausschluss von Ausreißer-Werten, ein 
mittlerer CT für jede Behandlungsgruppe berechnet. Insgesamt wurde jede PCR min-
destens dreimal und mit zwei unabhängigen cDNA-Synthesen durchgeführt. 
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3.4.5.4.2 DNA-Schmelzkurvenanalyse 
Die Schmelzkurvenanalyse wurde unmittelbar im Anschluss an die eigentliche 
Polymerase-Kettenreaktion in den gleichen Reaktionsgefäßen im gleichen Gerät 
durchgeführt, um die Reinheit der PCR-Produkte und damit der Spezifität der PCR-
Reaktion zu ermitteln. 
Die Schmelzkurvenanalyse macht die Durchführung einer Gelelektrophorese und der 
subsequenten densitometrischen Analyse zur Bestimmung der mRNA-Expression 
überflüssig.  
Im Mittelpunkt steht die Messung der Schmelztemperatur Tm der DNA-Duplexe, d.h. 
es wird erfasst, bei welcher Temperatur sich die Doppelstränge voneinander lösen.  
Die Duplexe werden durch SYBR® Green I visualisiert. Während die Temperatur 
schrittweise der Tm des Duplex angenähert wird (zwischen 50 und 94°C), brechen 
die Wasserstoffbindungen zwischen den beiden Strängen der DNA-Fragmente auf 
und lösen sich langsam voneinander. Dabei wird ebenfalls schrittweise der inter-
kalierende Farbstoff freigesetzt, was zu einer konstanten Abnahme der messbaren 
Fluoreszenz führt. Bei Tm kommt es zu einer dramatischen Reduktion der Fluo-
reszenz.  
Dieser Abfall wird in einem Koordinatensystem als Fluoreszenz gegen die Tem-
peratur aufgetragen.  
 
Die erste negative Ableitung dieser Daten, aufgezeichnet gegen den Tempera-
turwechsel (-dF/dT gegen die Temperatur), führt zur Darstellung von Schmelzpeaks, 
die im Koordinatensystem über Tm liegen. 
  
A B
 
Abb. 3.14: A Computergraphische Darstellung des Verlaufs mehrerer Schmelzkurven nach Abschluss 
der Schmelzkurvenanalyse. Die Pfeile markieren den signifikanten Abfall der Fluoreszenz bei 
Erreichen des Schmelzpunktes. B Erste negative Ableitung der Schmelzkurven aus A. Diese 
Darstellung ermöglicht das genaue Ablesen der Schmelztemperatur unterhalb der Schmelzpeaks (mit 
Pfeilen gekennzeichnet). 
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Damit ergibt sich für alle unterschiedlichen Amplifikate je eine charakteristische 
Schmelzkurve, deren Verlauf neben der Fragmentlänge auch vom G/C-Gehalt der 
DNA-Sequenz abhängig ist. 
3.4.5.4.3 Durchführung 
Die RealTime PCR erfolgte mit dem iCycler iQTM Detection System der Firma Bio-
Rad Laboratories (München, D). In dieses System werden 96-Loch Mikrotiterplatten 
(Bio-Rad Laboratories) eingesetzt, in die die PCR-Ansätze hinein pipettiert wurden. 
Die Herstellung des Mastermixes geschah auf Eis und war jener der konventionellen 
Methode sehr ähnlich, es kamen jedoch noch SYBR® Green I und Fluorescein 
hinzu. Tab. A.4 im Anhang gibt einen Überblick über die Zusammensetzung einer 
einzelnen PCR-Reaktion in konventionellen und RealTime Ansätzen. Es wurde ein 
Kit der Firma Invitrogen verwendet. Als DNA-Polymerase kam Taq Polymerase zum 
Einsatz. 
Die Mikrotiterplatte wurde anschließend mit einer speziellen Klarsichtfolie (Bio-Rad 
Laboratories) versiegelt und in den iCycler eingesetzt. PCR-Bedingungen und 
Gesamtzyklenzahl wurden den jeweils verwendeten Primern angepasst (Tab. 3.3), 
wobei die Denaturierung bei 94°C und die Extension eine Minute bei 72° durch-
geführt wurde.  
3.5 Histologische Untersuchungen mittels Hämatoxylin-Eosin (HE)-
Färbung 
Um Veränderungen auf histologischer Ebene nachweisen zu können, wurden Ultra-
dünnschnitte des Darmgewebes angefertigt und eine HE-Färbung durchgeführt. Bei 
dieser Färbemethode werden saure und basophile Zellbestandteile wie Zellkerne und 
Nukleinsäuren dunkelblau angefärbt, während acidophile, eosinophile und basische 
Komponenten, die vor allem im Zytoplasma vorkommen, rot bis rosa erscheinen. Auf 
diese Weise sind eine Infiltration des Gewebes durch Leukozyten, aber auch Ver-
änderungen der Gewebestruktur erkennbar. 
3.5.1 Herstellung von Ultradünnschnitten am Mikrotom 
Die zuvor an der Ausgießstation hergestellten Paraffinblöcke wurden am Mikrotom 
(Leica, Wetzlar, D) in 5-7 µm dicke Scheiben geschnitten und anschließend auf poly-
sinierte Objektträger (Menzel Gläser, Hilden, D) aufgezogen. 
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3.5.2 Entparaffinieren der Gewebeschnitte 
Um die Ultradünnschnitte der Gewebe analysieren zu können, musste zunächst das 
Paraffin aus den Schnitten entfernt werden. Hierzu wurde eine Entparaffinierungs-
reihe benutzt. 
Zuvor wurden die Schnitte in einem Wärmeschrank (Memmert, Schwabach, D) bei 
37°C übernacht oder 30-60 min bei 60°C inkubiert, um eine Trocknung der Schnitte 
und ein besseres Anhaften auf dem Objektträger zu gewährleisten. 
Zur Entparaffinierung wurden die Schnitte nach einem vorgegebenen Protokoll 
mithilfe von Xylol (Mallinckrodt Baker, Deventer, NL) und einer absteigenden Alkohol-
reihe nach folgendem Protokoll in vorbereiteten Glasküvetten 65 Minuten lang entpa-
raffiniert und rehydriert: 
1. Xylol I   15 Minuten 
2. Xylol II  10 Minuten 
3. Xylol III  10 Minuten 
4. Ethanol 100% I   5 Minuten 
5. Ethanol 100% II   5 Minuten 
6. Ethanol 96% I   5 Minuten 
7. Ethanol 96% II   5 Minuten 
8. Ethanol 70% I   5 Minuten 
9. Ethanol 70% II   5 Minuten 
Nach abschließendem mehrmaligem Waschen mit Aqua bidest. konnte eine histo-
logische Färbung durchgeführt werden.  
3.5.3 HE-Färbung 
Die Gewebeschnitte wurden zunächst fünf Minuten in Mayers Hämalaun (Merck) ein-
getaucht und anschließend fünf Minuten in Leitungswasser gebläut. Nach einem suk-
zessiven zweiminütigen Bad in Eosin (Merck) und abschließendem Waschen in Aqua 
bidest. wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (je zwei bis drei 
Minuten in 96%igem und 100%igem Ethanol) sowie Xylol entwässert und mit 
Entellan (Merck) eingedeckt. Anschließend konnten die Schnitte unter dem Mikro-
skop (Axiophot, Zeiss, Jena, D) ausgewertet und fotografiert werden (SONY, 3CCD, 
Japan). 
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3.6 Proteinexpressionsanalysen 
Die meisten Aufgaben im Organismus werden durch Proteine übernommen. Diese 
werden in der Translation aus den mRNA-Sequenzen übersetzt. Eine Behandlung 
mit verschiedenen Testsubstanzen wirkt sich nicht nur auf die Expressionen von 
Genen aus, sondern beeinflusst ebenfalls die Translation. Daher ist neben der 
mRNA-Analytik die Untersuchung der Proteinexpression nötig, um einen Überblick 
über die Antwort-Vorgänge im Körper gegenüber einer Behandlung mit Testsub-
stanzen zu erhalten. Mithilfe der Proteinexpressionsanalysen lassen sich bestimmte 
Proteine sowohl quantifizieren als auch deren Expression im Gewebe lokalisieren.  
3.6.1 Immunzytochemie 
3.6.1.1 Fixierung der Zellen 
Mit der immunzytochemischen Untersuchung wurde die Transfektion der HT-29 
Zellen mit dem HEGO-Plasmid überprüft. Zunächst wurden die auf den Deckgläsern 
angewachsenen Zellen (s.o.) mit 4%igem Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Hierzu 
wurde die PFA-Lösung für 20 min bei Raumtemperatur auf die Zellen gegeben und 
danach wieder abgesaugt. Anschließend wurden die fixierten Zellen 3x mit PBS für 
zehn Minuten bei Raumtemperatur gewaschen. Die so behandelten Zellen konnten 
bis zu einer Woche bei 4°C aufgehoben werden. 
3.6.1.2 Durchführung der Immunzytochemie 
Zur Durchführung verblieben die Deckgläser mit den Zellen in den 24-Well-Platten. 
Die jeweiligen Lösungen wurden in einer Menge von 300-500 µl aufgebracht. 
 
Im Anschluss an die Fixierung und die anschließenden Waschschritte erfolgte 
zunächst eine 20-minütige Hemmung der endogenen Peroxidase durch H2O2 (siehe 
Appendix). 
 
Nach vier Waschgängen wurde auf die Zellen für zehn Minuten eine 
Perforationslösung (s. Appendix) aus dem anionischen Detergenz Triton-X (Serva, 
Heidelberg, D), Ammoniumchlorid (Merck) und TBS pipettiert, um eine Perforation 
der Zellmembranen zu erreichen, die in den späteren Schritten das Eindringen der 
Antikörper in die Zellen ermöglicht.  
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Nach vier erneuten Waschschritten erfolgte das Blockieren unspezifischer Bindungs-
stellen durch 5% PBS/BSA für 60 min, bevor der in 0,8% PBS/BSA verdünnte primä-
re Antikörper gegen ERα (Affinity BioReagents, Golden, USA) für 120 min oder über-
nacht bei 4°C auf die Zellen aufgetragen wurde. 
Die 60-minütige Inkubation mit dem sekundären und biotinylierten Antikörper (DAKO, 
Glostrup, DK) erfolgte nach erneuten vier Waschgängen. Der sekundäre Antikörper, 
spezifisch gegen die Host-Spezies des primären Antikörpers gerichtet, wurde zuvor 
in PBS im Verhältnis 1:400 verdünnt. 
Die Zellen wurden vier weiteren Waschschritten unterzogen und mit einem im 
Verhältnis 1:150 in PBS angesetzten Horse-Radish-Peroxidase (HRP)-Komplex 
(Amersham Biosciences, Freiburg, D) inkubiert, um die enzymatische Färbereaktion 
mit DAB (3,3’-Diamino-Benzidin) (Sigma-Aldrich) vorzubereiten. Hierzu wurde eine 
DAB-Lösung angesetzt und nach vier Waschschritten auf die Zellen aufgetragen. In 
der folgenden Inkubationszeit wurde das DAB durch den HRP-Komplex umgesetzt, 
was eine Farbreaktion an den Stellen auslöste, wo das zu untersuchende Protein im 
Gewebe lokalisiert war. Die Inkubation wurde bei Erreichen einer optimalen Farbin-
tensität durch viermaliges Waschen mit PBS abgestoppt. 
 
Im abschließenden Arbeitsschritt wurden die Zellen durch kurzes Eintauchen der 
Deckgläser in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwässert und in Entellan (Merck) 
eingedeckt: 
70% Ethanol 
96% Ethanol 
100% Ethanol 
100% Xylol 
3.6.2 Western Blot 
Der Western Blot ist eine molekularbiologische Technik, die eine Analyse der 
Proteinexpression mittels Antikörper/Antigen-Interaktionen ermöglicht. Hierzu werden 
denaturierte Gesamtproteine zunächst gelelektrophoretisch nach Größe aufgetrennt 
und anschließend in einem Blotting-Verfahren auf einer Membran fixiert. Die 
Detektion des jeweiligen Proteins erfolgt durch spezifische Antikörper und verschie-
dene Visualisierungsmethoden. 
Material und Methoden 69 
3.6.2.1 Proteinpräparation 
Zur Durchführung einer Proteinexpressionsanalyse ist eine vorhergehende Protein-
extraktion notwendig, die je nach Ausgangsmaterial (Gewebe oder Zellkultur) unter-
schiedlich durchgeführt wird. 
3.6.2.1.1 Präparation aus Gewebe 
Zur Extraktion wurde das tiefgefrorene Gewebe zunächst grob zerkleinert und 
anschließend in einem Teflongefäß durch eine Edelstahlkugel zermörsert. Dies 
wurde wie bei der RNA-Extraktion im Dismembrator durchgeführt. Das fein zermah-
lene Gewebe wurde anschließend in ein 50 ml Falcon-Röhrchen überführt und mit 
500-1000 µl Präparationspuffer versetzt. Das Aufschließen der Zellen erfolgte mit 
einem vorgekühlten Homogenisator (Bachover GmbH, Reutlingen, D) bei 24.500 
U/min unter gekühlten Bedingungen. Dem Homogenisat wurden anschließend 500-
1000 µl Gefrierpuffer zugefügt und das Gemisch in ein 2ml Reaktionsgefäß (STAR-
LAB) umgefüllt. Nach einer Zentrifugation von 20 min bei 8000 rpm und 4°C wurde 
der Überstand, in dem sich die gelösten Proteine befanden, abgenommen und bis 
zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert. 
Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer ist dem Appendix zu entnehmen. 
3.6.2.1.2 Präparation aus Zelllysat 
Zur Präparation von Proteinen aus der Zellkultur wurden die Zellen zunächst mit 0-
4°C kaltem PBS (Gibco, Karlsruhe, D) gewaschen und anschließend mit Lysepuffer, 
der einen Proteaseinhibitor (Complete Mini, Roche Diagnostics, Heidelberg, D) ent-
hielt, versetzt. Das Lysat wurde mit einem Zellschaber vom Boden der Schale 
abgelöst und in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Nach fünf Gefrier-/Auftauzyklen 
in flüssigem Stickstoff und im Wasserbad wurde das Lysat zehn Minuten bei 10000 
g. und 4°C zentrifugiert und der Überstand bis zur weiteren Verwendung bei -80°C 
gelagert. 
3.6.2.2 Proteinquantifizierung nach Lowry 
Um in der Gelelektrophorese für alle Gruppen die gleiche Proteinmenge auftragen zu 
können, wurde zunächst die Konzentration der in Lösung gehaltenen Proteine 
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bestimmt. Dieses Verfahren in Anlehnung an Lowry (1951) wurde mit dem DC 
Protein ASSAY der Firma Bio-Rad durchgeführt.  
Entsprechend dem „Microplate Assay Protokoll“ von Bio-Rad wurden 5 µl der 
Proteinprobe in einer 96-Well-Platte (Nunc) mit 25 µl Reagenz A und 200 µl Reagenz 
B versetzt. Zur rechnerischen Ermittlung der Proteinkonzentration wurde zusätzlich 
eine BSA-Protein-Standardreihe aufgetragen, mit der homolog zu den Proben 
verfahren wurde. Die Bestimmung der Konzentration erfolgte nach 15 min Inkuba-
tionszeit durch Messung der Lichtabsorption bei 650 nm im Kinetic Microplate 
Reader (MWG Biotech GmbH, Ebersberg, D).  
3.6.2.3 Vorbereiten der Proben 
Vor der gelelektrophoretischen Auftrennung der Proteinextrakte wurden diese unter 
Zugabe des gleichen Volumens 2x SDS-Loading-Puffer im 1,5 ml Reaktionsgefäß 
fünf Minuten bei 95°C denaturiert. SDS (Sodium-Dodecylsulfate) (Amresco, Solon, 
USA) ist ein anionisches Detergenz, das stabilisierend auf die linear vorliegenden 
denaturierten Proteine wirkt und die Eigenladung der Proteine überdeckt (SDS ist 
stark negativ geladen). Damit ermöglicht es eine Auftrennung der Proteine aus-
schließlich nach deren Länge.  
3.6.2.4 SDS-PAGE 
Für die Gelelektrophorese wurden CriterionTMXT Precast Gele (4-12% Bis-Tris) der 
Firma Bio-Rad bzw. NUPAGE® Novex Gele der Firma Invitrogen verwendet. Je 
Probe wurden 40-60 µg denaturiertes Proteinextrakt aufgetragen. Zur späteren 
Bestimmung der Größe der Proteinbanden wurde zudem ein Größenstandard (Pre-
cision Plus Protein Bio-Rad, SeeBlue®, Invitrogen) aufgetragen. Die Auftrennung 
erfolgte in der Elektrophoresekammer bei 200V und 90mA (je Gel) über 60-90 min. 
Um einen Stromfluss zu gewährleisten befand sich in der Kammer MES-Puffer (2-(N-
morpholino)ethanesulfonic acid), der die Auftrennung mittelgroßer Proteine 
ermöglicht.  
3.6.2.5 Semi-dry Blot-Verfahren  
Nach der Gelelektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine in einem Semi-dry-
Blotter (Biometra) auf eine Protean Nitrozellulose-Membran (Schleicher & Schuell 
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BioScience GmbH) übertragen. Die Membran sowie weitere Filterpapiere, die der 
Isolation des Gels und der Membran von den Elektroden dienten, wurden zuvor für 
15 min in Transferpuffer eingeweicht, um den Stromfluss zu ermöglichen.  
Der Transfer auf die Membran erfolgte unter Wasserkühlung bei 5 mA/cm2 für ca. 15 
min.  
3.6.2.6 Ponceau S-Färbung 
Um die Qualität des Proteintransfers vom Gel auf die Membran überprüfen und eine 
mögliche Blasenbildung lokalisieren zu können, wurde die Membran 10-20 min in 
Ponceau S Lösung (Merck) gefärbt und anschließend mit Aqua bidest. entfärbt, so-
dass Proteinbanden sichtbar wurden.  
3.6.2.7 Blocken und Inkubation mit primären Antikörpern 
Nach der Ponceau S-Färbung wurde die Nitrozellulose-Membran eine Stunde bei 
Raumtemperatur unter leichter Bewegung mit Blockier-Puffer inkubiert, um so freie 
Bindungsstellen auf der Membran, an die Antikörper unspezifisch binden könnten, zu 
blockieren. Hierbei erfolgte zudem eine komplette Entfärbung der Membran. 
Nach Abgießen des Blockier-Puffers wurden die jeweiligen mit PBS verdünnten pri-
mären Antikörper (Tab. A.5) auf die Membran gegeben und übernacht bei 4°C unter 
leichter Bewegung inkubiert. 
3.6.2.8 Inkubation mit sekundären Antikörpern 
Der Inkubation mit den primären Antikörpern folgten drei Waschschritte mit 
PBS/Tween, bevor die Membran mit gegen die Wirtsspezies der primären Antikörper 
gerichteten, HRP-gekoppelten und mit PBS verdünnten sekundären Antikörpern 
(DAKO) eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Nach 8 weiteren Wasch-
schritten mit PBS/Tween konnte die Visualisierung durch Chemilumineszenz erfol-
gen. 
3.6.2.9 Proteinnachweis durch Chemilumineszenz und densitometrische 
Auswertung 
Zur Detektion der Proteine im Western-Blot wurde das Lumi-LightPLUS System der 
Firma Roche Diagnostics GmbH verwendet. Dieses System beruht auf der Umsetz-
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ung eines Substrates durch die an den sekundären Antikörper gebundene Peroxi-
dase. Die hierdurch entstehende chemische Lumineszenz kann durch einen Detektor 
nachgewiesen werden. Hierfür wurde ein Lumineszenzimager (FluorchemTM lumines-
cent Imager, Alpha Innotech, CA, USA) verwendet, der die Lumineszenz in einem 
digitalen Bild festhält. 
 
 
Abb. 3.15: Prinzip der Lumi-LightPLUS Detektion (übernommen aus Herstellerinformationen). 
 
Für eine Quantifizierung der Proteinexpression wurde das digitale Bild mit einer 
Bildanalyse-Software (IMAGEJ 1.33u, National Institute of Health, USA, 
http://rsb.info.nih.gov/ij/) densitometrisch ausgewertet. Ähnlich wie bei der mRNA-
Expression wurde die Stärke der jeweiligen Banden mit dem Referenzprotein Aktin 
abgeglichen, um Schwankungen in der Menge der aufgetragenen Proteinextrakte 
auszugleichen. 
3.6.3 Silver Stain 
Eine weitere gelelektrophoretische Analyse der Expression denaturierter Proteine ist 
der Silver Stain. Im Gegensatz zum Western Blot erfolgt nicht der Nachweis eines 
einzelnen Proteins durch spezifische Antikörper, sondern es wird eine Betrachtung 
des kompletten Proteinspektrums ermöglicht. Die Darstellung der Proteinbanden 
ähnelt jener durch Coomassie-Brilliant-Blue-Färbung des SDS-Gels, ist jedoch 
sensitiver, detaillierter und qualitativ hochwertiger. 
3.6.3.1 Durchführung des Silver Stains 
Die ersten Schritte des Silver Stains sind mit denen des Western Blots bis ein-
schließlich der SDS-PAGE identisch. 
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Nach der Gelelektrophorese wurde das Gel 20 min unter leichtem Schütteln mit 
Fixierlösung inkubiert und vor der Färbung 2x10 min mit Aqua bidest. gewaschen. 
Zur Färbung wurde das Gel so lange in Färbelösung/Beschleunigerlösung gelegt, bis 
die gewünschte Farbintensität erreicht war, und anschließend 15 min in 5%iger 
Essigsäure (Merck) fixiert. Es folgte ein abschließender fünfminütiger Waschgang in 
Aqua bidest. 
3.7 Bestimmung der Phytoöstrogenkonzentration im Futter  
Die Bestimmung der Phytoöstrogenkonzentrationen in den verwendeten Diäten PAD 
und PRD wurde am Institut für Arbeitsphysiologie der Universität Dortmund (IFADO) 
in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Dr. G. H. Degen durchgeführt. Hierzu wurden 
Proben der beiden Diäten zerkleinert, homogenisiert und hydrolysiert. Anschließend 
wurde in einer Dreifachbestimmung der Gehalt von Genistein und Daidzein in beiden 
Probensorten mithilfe der Methode der HPLC ermittelt (Degen et al. 2002). Die 
untere Nachweisgrenze (LOD, limit of detection) dieser Phytoöstrogene in den Diäten 
lag hier bei 10µg Isoflavon/g Diät. 
3.8 Bestimmung der Leukozytenzahl im Blut 
Am Versuchsende der TNBS-Experimente wurde den Versuchstieren nach der 
Dekapitierung EDTA-Vollblut entnommen (Multivette, Sarstedt, Nümbrecht, D), um 
die Anzahl der Leukozyten zu bestimmen. Die Analysen wurden an der DSHS Köln 
in der Abteilung für präventive und rehabilitative Sport- und Leistungsmedizin sowie 
in der Klinik für Kleintiere der Universität Gießen unter der Leitung von Frau Dr. 
Natali Bauer durchgeführt. 
3.9 Messung der MPO-Aktivität 
Die MPO-Aktivität ist ein Indikator für die Infiltration von neutrophilen Granulozyten in 
das Darmgewebe und damit ein valider Inflammationsparameter. 
Die Bestimmung wurde in Gewebelysat durchgeführt. Dessen Herstellung erfolgte 
zunächst wie bei der Proteinpräparation für Western Blot und Silver Stain, jedoch 
wurde nach der Zentrifugation nicht der Überstand, sondern das Pellet weiter-
verarbeitet, da sich hierin 90% der MPO befanden. 
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Dieses Pellet wurde zunächst 1:10 mit einer Lösung aus 50 mM PBS (pH 6,0) und 
0,5% HETAB (Sigma-Aldrich) versetzt und homogenisiert, das Homogenisat einmal 
in flüssigem Stickstoff oder bei -80°C eingefroren und, nach erneutem Auftauen, 
gevortext. Das Gemisch wurde einige Minuten aufrecht auf Eis gelagert, sodass sich 
die festen Bestandteile auf dem Boden des Reaktionsgefäßes absetzen konnten, 
und anschließend der Proteingehalt im Überstand nach der Methode von Lowry 
bestimmt und zwischen den unterschiedlichen Proben angepasst. 
Die Bestimmung der MPO-Aktivität erfolgte im Photometer (Kinetic Microplate 
Reader MWG Biotech GmbH). Hierzu wurde zunächst 1µl Überstand mit 100 µl 
TMB-Reagenz (Biosource, Nivelles, Belgien) versetzt und anschließend über einen 
Zeitraum von fünf Minuten bei 650 nm vermessen. Eine Einheit MPO-Aktivität wurde 
definiert als die Menge an Enzym, die eine Veränderung der Absorption von 1 
Einheit/min bei Raumtemperatur erzeugte.  
3.10 Statistische Auswertung 
Die in den Abbildungen und Tabellen dargestellten Ergebnisse geben arithmetische 
Mittelwerte mit Standardabweichung wieder. 
Für die statistische Auswertung der Ergebnisse wurden entsprechend der durch die 
Daten erfüllten Bedingungen folgende Tests durchgeführt: 
- unabhängiger t-Test 
- abhängiger t-Test 
- Mann-Whitney U Test 
- einfaktorielle ANOVA mit anschließendem Tukey HSD Test 
Als Signifikanzniveau wurde P<0,05 festgelegt. 
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4 Ergebnisse 
In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der experimentellen Versuche vorgestellt. 
Eine detaillierte Beschreibung der einzelnen Studien findet sich in Kapitel 3 Material 
und Methoden. 
4.1 Tierexperimentelle in vivo Studien 
4.1.1 HLA-B27 transgene Ratte 
Im Modell der transgenen Ratte wurde der Einfluss einer subkutanen Verabreichung 
eines steroidalen ERβ-selektiven Liganden und des Phytoöstrogens Genistein (Gen) 
auf die Ausprägung verschiedener Merkmale einer chronischen Kolitis untersucht. 
4.1.1.1 Untersuchung der Stuhlkonsistenz 
Der Wassergehalt des Stuhls ist Anzeichen für eine bestehende Inflammation des 
Gastrointestinaltraktes. Daher wurde in der Studie der relative Wassergehalt des 
Stuhls der verschiedenen Behandlungsgruppen bestimmt (Abb. 4.1). Der relative 
Wassergehalt des Stuhls der HLA-B27 Ratten war bei allen Behandlungsgruppen zu 
jedem Messzeitpunkt höher als bei den F344-Kontrolltieren. Im Zeitverlauf der Studie 
ließen sich bei keiner Gruppe signifikante Änderungen des Wassergehalts fest-
stellen, jedoch lag der morgens gemessene Wert immer höher als der abends 
gemessene Wert. Dies ist auf die Verweildauer des Kots auf der im Käfig 
befindlichen Papierunterlage zurückzuführen, die morgens länger war als abends. 
Dadurch trocknete der Kot übernacht stärker aus als tagsüber. 
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Abb. 4.1: Verlauf des gemittelten relativen Wasseranteils des Kots über den gesamten 
Versuchszeitraum hinweg. 
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Das Mitteln der Messwerte ergab für alle HLA-B27 Gruppen einen signifikant 
höheren relativen Wasseranteil als für die F344-Tiere. Innerhalb der HLA-Tiere war 
der mittlere relative Wassergehalt der 8β-VE2-Behandlungsgruppe signifikant nie-
driger als bei der Gen 10 Gruppe (Tab. 4.1) 
 
 
Mittelwert [%] 
Trend ggü. 
F344/Intakt Signifikanz 
F344/Intakt 37,2 ± 6,9   
Kontrolle 64,2 ± 4,4  * 
Gen 10 68,6 ± 4,6  * 
8β-VE2 60,1 ± 5,1  * + 
 
Tab. 4.1: Gemittelter relativer Wasseranteil des Kots der F344 und HLA-B27 Ratten im Verlauf der 
Studie. * = stat. signifikant gegen F344; + = stat. signifikant gegen Gen 10 mit P<0,05. ANOVA. 
4.1.1.2 Veränderung des Körpergewichts 
Auch die Veränderung des Körpergewichts bietet Aufschluss über die Intensität der 
Darmentzündung. Bei allen Tieren wurde das Körpergewicht vor (237-338 g) und 
nach der Untersuchung (231-321 g) bestimmt. Bei allen Gruppen mit Ausnahme der 
E2-Gruppe sank das Körpergewicht im Verlauf der Untersuchung ab (Abb. 4.2 A/B). 
Diese Abnahme war für die Gruppen Gen 10 (-41,6 ± 29,4 g) und 8β-VE2 (-4,3 ± 
1,5%) signifikant. Lediglich bei der Behandlung mit E2 kam es zu einer statistisch 
nicht signifikanten Steigerung des Körpergewichts (+13,4 g ± 5,2). Die Höhe der 
relativen Körpergewichtsveränderung [%] unterschied sich signifikant zwischen der 
F344 (-1,3 ± 3%) und der Gen 10 Gruppe (41,6 ± 29,4%) sowie der Gen 10 und der 
E2 Gruppe (Abb. 4.2 B). 
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Abb. 4.2: Entwicklung der Körpergewichte. A Vergleich der Körpergewichte vor und nach dem 
Zeitraum der Substanzverabreichung nach Gruppen. * = stat. signifikant mit P<0,05. Abhängiger t-
Test. B Relative Veränderung des Körpergewichts der einzelnen Gruppen während des 
Versuchszeitraums. * = stat. signifikant gegen F344, + = stat. signifikant gegen Gen 10 mit P<0,05. 
ANOVA.  
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4.1.1.3 Bestimmung des Kolongewichts 
Ein drittes Merkmal für die Intensität einer Darmentzündung stellt das relative 
Kolongewicht dar, das aufgrund von Wassereinlagerung und Infiltration durch 
Leukozyten im Falle einer Entzündung ansteigt. Alle HLA-Gruppen hatten im 
Vergleich zur F 344 Gruppe ein, auf das Körpergewicht bezogenes, erhöhtes Kolon-
gewicht (F 344: 5,4 ± 0,6 g/kg KG; HLA: 7,9 ± 1,2 g/kg KG). Diese Erhöhung war bei 
der Gen 10 Gruppe am deutlichsten ausgeprägt (8,4 ± 1,4 g/kg KG) und mit 
Ausnahme der Kontrollgruppe bei allen HLA-Gruppen statistisch signifikant. Zwisch-
en den HLA-Gruppen bestand hingegen kein signifikanter Unterschied (Abb. 4.3).  
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Abb. 4.3: Relative Kolongewichte in g/kg KG. * = stat. signifikant gegen F344 mit P<0,05. ANOVA. 
4.1.1.5 Bestimmung der Leukozytenzahl 
Auf systemischer Ebene lässt sich eine Entzündungsreaktion über eine Un-
tersuchung des Blutbildes nachweisen. Hier ist insbesondere die Anzahl an Leuko-
zyten aussagekräftig. Alle HLA-Gruppen zeigten eine signifikante Erhöhung der 
Leukozytenzahl gegenüber der F344 Gruppe. Die höchste Anzahl (19'300 ± 3’900 
Zellen/µl) wies die Gen 10 Gruppe auf. Dies war zudem signifikant höher als in der 
HLA-Kontrollgruppe (14’000 ± 2’400 Zellen/µl) und in der 8β-VE2 Gruppe (14’400 
Zellen/µl ± 4’000). 
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Abb. 4.4: Gemittelte Anzahl der Leukozyten im Blut. * = stat. signifikant gegen F344, + = stat. 
signifikant gegen Kontrolle, ♦ = stat. signifikant gegen Gen 10 mit P<0,05. ANOVA. 
4.1.1.6 Histologische Untersuchung des Kolons 
Zur Feststellung von Ausmaß und Lokalisation der Inflammation wurden 
Dünnschnitte des Kolons mittels der HE-Färbung untersucht (Abb. 4.5). Die 
Untersuchung der Schnitte ergab unterschiedliche Ausprägungen der Inflammation, 
die sich hauptsächlich auf die Mukosa beschränkte und durch eine Verdickung der 
Mukosa sowie einer zerstörten Mukosastruktur gekennzeichnet war. Die stärksten 
Ausprägungen der Inflammation waren bei Tieren der 8β-VE2 Behandlungsgruppe 
zu erkennen, die schwächsten bei der E2 Behandlungsgruppe. Es zeigten sich deut-
liche interindividuelle Unterschiede innerhalb der verschiedenen HLA-Gruppen, be-
sonders bei der mit 8β-VE2 behandelten Gruppe. 
* 
* 
* 
* 
+ 
♦ 
Ergebnisse 79 
E2
25x
Gen
25x
25x
25x25x
Intakt
25x
100x
Kontrolle
25x
100x
ERβ8β-VE2
Mu
M
Sm
Lp
Abb. 4.5: HE-Färbung repräsentativer Dünnschnitte des Kolons der einzelnen Behandlungsgruppen. 
Die jeweilige Vergrößerung ist in den einzelnen Abbildungen angegeben. Lp = Lamina propria, M = 
Muscularis externa, Mu = Mukosa, Sm = Submukosa 
4.1.1.7 Untersuchung der mRNA Expression von COX-2 und PCNA 
Zur molekularen Quantifizierung der Inflammation und einer möglichen Stimulation 
der Proliferation durch die Inflammation wurde die mRNA-Expression von COX-2 und 
PCNA mittels RealTime RT-PCR untersucht. 
 
Die COX-2 mRNA Expression (Abb. 4.6 A) war bei allen HLA-Gruppen gegenüber 
der F344 Gruppe signifikant erhöht (1,7-2,8fach). Die höchste Expressionsrate 
(2,8fach gegenüber F 344) wies die 8β-VE2 Gruppe auf, gefolgt von der Gen 10 
Gruppe (2,4fach gegenüber F 344), der Kontrollgruppe (1,8fach) und der E2 Gruppe 
(1,7fach). Die Unterschiede zwischen den HLA-Gruppen waren jedoch nicht signi-
fikant. 
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Ein ähnliches Bild ergab sich für die mRNA Expression des Proliferationsmarkers 
PCNA (Abb. 4.6 B). Dessen Expression war bei allen HLA-B27 Gruppen signifikant 
(2,7-7,9fach) erhöht, wobei wiederum die Behandlung mit 8β-VE2 den höchsten 
Anstieg bewirkte, gefolgt von der Kontrollgruppe (5fach), der Behandlung mit Gen 
(4,7fach) und E2 (2,7fach). Die Unterschiede zwischen den HLA-Gruppen waren nur 
zwischen der Kontroll- und der E2 Gruppe signifikant. 
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Abb. 4.6: Analyse der relativen mRNA Expression von COX-2 (A) und PCNA (B) im Vergleich zur 
Kontrollgruppe. * = stat. signifikant gegen F344, + = stat. signifikant gegen Kontrolle mit P<0,05. 
Mann-Whitney U Test. 
4.1.1.8 Untersuchung der Protein-Expression von COX-2 und PCNA 
Auch die Proteinexpressionen des Inflammationsmarkers COX-2 (Abb. 4.7 A) und 
des Proliferationsmarkers PCNA (Abb. 4.7 B) zeigen einen Anstieg bei den meisten 
HLA-Gruppen gegenüber der F344 Gruppe.  
Die Expression von COX-2 war bei allen HLA-Gruppen signifikant höher (1,6-
2,5fach), wobei die höchsten Werte bei Gen 10 (2,5fach) und Kontrolle (1,8fach) auf-
traten. Die Unterschiede zwischen den einzelnen HLA-Gruppen waren statistisch 
nicht signifikant. 
 
Auch die Proteinexpression von PCNA war bei der Gen 10 Gruppe am höchsten 
(97% erhöht gegenüber F344), jedoch waren die Unterschiede der Induktion gegen-
über F344 zwischen den HLA-Gruppen gering (1,6-2fach gegenüber F344). Mit Aus-
nahme der E2 Gruppe, die ebenfalls eine Induktion aufwies (1,6fach), war die Induk-
tion von PCNA bei allen HLA-Gruppen signifikant. 
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Abb. 4.7: Analyse der relativen Protein-Expression von COX-2 (A) und PCNA (B) mittels Western Blot 
im Vergleich zur Kontrollgruppe. Gezeigt sind repräsentative Western Blots sowie die gemittelte 
densitometrische Auswertung mehrerer Western Blots. * = stat. signifikant gegen F344 mit P<0,05. 
Mann-Whitney U Test.  
4.1.2 TNBS 
4.1.2.1 Vorversuch zur Bestimmung einer geeigneten TNBS-Dosis (C1) 
Der Versuch C1 diente der Ermittlung einer geeigneten TNBS-Dosis zur Durch-
führung weiterer sich anschließender Studien. Hierzu wurden zwei unterschiedliche 
Dosen (20 und 40 mg TNBS/kg KG) TNBS getestet. 
4.1.2.1.1 Veränderung des Körpergewichts 
Die männlichen Wistar-Ratten hatten zu Beginn des Versuchs, also vor der 
Applikation von TNBS, ein Körpergewicht zwischen 366 und 411 g. Dieses lag zu 
Versuchsende zwischen 353-431 g (Abb. 4.8 A). Eine signifikante Veränderung des 
Körpergewichts war bei der Intaktgruppe zu beobachten. Es stieg im Verlauf des 
Versuchs von 387,4 ± 9,2 g auf 421,2 ± 9 g, im Mittel um 8,7%, an. Diese Verän-
derung unterschied sich signifikant von der TNBS 20 mg Gruppe (-1,7%) und der 
TNBS 40 mg Gruppe, die nur geringe Gewichtsveränderungen verzeichneten (Abb. 
4.8 B). 
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Abb. 4.8: Entwicklung der Körpergewichte. A Vergleich der Körpergewichte vor und nach dem 
Zeitraum der Substanzverabreichung nach Gruppen unterteilt. * = stat. signifikant mit P<0,05. 
Abhängiger t-Test. B Relative Veränderung des Körpergewichts der einzelnen Gruppen während des 
Versuchszeitraums. * = stat. signifikant gegen Intakt mit P<0,05. ANOVA. 
4.1.2.1.2 Bestimmung des Kolongewichts 
Das durchschnittliche relative Kolongewicht ist in Abb. 4.9 dargestellt. Die Applikation 
von TNBS führte in beiden Dosierungen zu einer signifikanten Steigerung des rela-
tiven Kolongewichts im Vergleich zur Intaktgruppe (4,98 ± 0,5 g/kg KG). Diese 
Erhöhung betrug 67% bei einer Dosis von 20 mg TNBS/kg KG und 68% bei einer 
Applikation von 40 mg TNBS/kg KG. Damit ergaben sich keine signifikanten Unter-
schiede bezüglich der TNBS-Dosierung. 
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Abb. 4.9: Relative Kolongewichte in g/kg KG. * = stat. signifikant gegen Intakt mit P<0,05. ANOVA. 
4.1.2.1.3 Bestimmung der Leukozytenzahl 
Die Applikation von TNBS führte zu einer Steigerung der Leukozytenzahl (Abb. 4.10) 
im Blut der Tiere. Diese Steigerung gegenüber der Intaktgruppe (16’900 ± 9’300 
Zellen/µl) war im Falle der niedrigen TNBS-Dosis signifikant (27’300 ± 12’300 
Zellen/µl), nicht jedoch bei der hohen Dosis (21’900 ± 11’200 Zellen/µl). 
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Abb. 4.10: Gemittelte Anzahl der Leukozyten im Blut. * = stat. signifikant gegen Intakt mit P<0,05. 
ANOVA. 
4.1.2.1.4 Untersuchung der mRNA Expression von COX-2 und PCNA 
Die Behandlung mit TNBS führte in beiden Dosierungen zu einer gesteigerten mRNA 
Expression von COX-2 und PCNA im Kolon. 
Im Falle von COX-2 kam es zu einer signifikanten und dosisabhängigen Steigerung 
der mRNA Expression bei TNBS 20 mg um den Faktor 102 und um den Faktor 208 
bei TNBS 40 mg. 
 
Die Wirkung von TNBS auf die mRNA Expression von PCNA lag weit unterhalb 
derjenigen von COX-2. Zudem fehlte ihr die dosisabhängige Charakteristik: Eine 
Applikation von 20 mg TNBS führte zu einer Steigerung der PCNA-Expression um 
70%, eine Dosis von 40 mg zu einer Steigerung um 50%. Diese Effekte waren 
statistisch nicht signifikant. 
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Abb. 4.11: Analyse der relativen mRNA Expression von COX-2 (A) und PCNA (B) im Vergleich zur 
Kontrollgruppe. * = stat. signifikant gegen Intakt mit P<0,05. Abhängiger t-Test. 
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4.1.2.1.5 Sonstige Ergebnisse 
Aufgrund der erhobenen Daten wurde eine Dosis von 20 mg TNBS/kg KG für das 
weitere Vorgehen als geeignete Dosierung bestimmt. 
4.1.2.2 Untersuchung des Einflusses einer lebenslangen 
phytoöstrogenreichen Ernährung auf die akute Ausprägung 
inflammatorischer Parameter (C2) 
Das Experiment diente der Evaluierung des Einflusses einer lebenslangen 
phytoöstrogenreichen Diät auf Parameter einer akuten Kolitis. 
4.1.2.2.1 Veränderung des Körpergewichts 
Das durchschnittliche Körpergewicht der einzelnen Versuchsgruppen lag bei 368,3 ± 
35,1 g für die Intaktgruppe, 446,4 ± 24,7 g für die PAD-Gruppe und 416,3 ± 38,1 g für 
die PRD-Gruppe. Im Verlauf von 3 d ab der TNBS-Stimulation stieg es auf 383,2 ± 
33,9 g (Intakt), 450 ± 33,8 g (PAD) und 418,6 ± 35,8 g (PRD) an. Damit kam es 
lediglich bei der Intaktgruppe zu einer signifikanten Steigerung des Körpergewichts 
im Laufe des Versuchs (Abb. 4.12 A). Die relativen Veränderungen der Körper-
gewichte unterschieden sich signifikant zwischen der Intaktgruppe und der PRD-
Gruppe. Es gab keinen signifikanten Unterschied aufgrund einer lebenslangen 
Ernährung mit PAD oder PRD (Abb. 4.12 B). 
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Abb. 4.12: Entwicklung der Körpergewichte. A Vergleich der Körpergewichte vor und nach dem 
Zeitraum der Substanzverabreichung nach Gruppen unterteilt. * = stat. signifikant mit P<0,05. 
Abhängiger t-Test. B Relative Veränderung des Körpergewichts der einzelnen Gruppen während des 
Versuchszeitraums. * = stat. signifikant gegen Intakt mit P<0,05. Unabhängiger t-Test. 
 
Ergebnisse 85 
4.1.2.2.2 Bestimmung des Kolongewichts 
Die gemittelten, auf das Körpergewicht bezogenen Kolongewichte der jeweiligen 
Versuchsgruppen sind in Abb. 4.13 dargestellt. Durch die Applikation von TNBS stieg 
das relative Kolongewicht sowohl bei der PAD-Gruppe (2,9 ± 0,3 g/kg KG) als auch 
der PRD-Gruppe (3,6 ± 0,3 g/kg KG) im Vergleich zur Intaktgruppe (2,1 ± 0,3 g/kg 
KG) signifikant an. Das relative Kolongewicht der PRD-Gruppe war zudem im Ver-
gleich zur PAD-Gruppe signifikant erhöht und stellte damit das höchste aller Ver-
suchsgruppen dar.  
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Abb. 4.13: Relative Gewichte des distalen Kolons in g/kg KG. * = stat. signifikant gegen Intakt, + = 
stat. signifikant gegen TNBS/PAD mit P<0,05. Unabhängiger T-Test. 
4.1.2.2.3 Untersuchung des Futterkonsums 
Auch der Futterkonsum (Abb. 4.14) während des Zeitraums der Wirkung von TNBS 
stellt einen Parameter zur Analyse der Inflammationsintensität dar. Hierzu wurde der 
Futterverbrauch der einzelnen Versuchsgruppen über den dreitägigen Versuchs-
ablauf ab der TNBS-Applikation bestimmt und auf ein einzelnes Tier je Tag umge-
rechnet. Den höchsten Futterkonsum mit 23,9 g/Tier/Tag verzeichnete die Intakt-
gruppe, gefolgt von der PAD-Gruppe (21 g/Tier/Tag) und der PRD-Gruppe (19,1 
g/Tier/Tag). Damit ging der niedrigste Futterkonsum während der akuten Phase der 
Kolitis mit einer PRD einher. Aufgrund der einmaligen Bestimmung der Futterge-
wichte vor und drei Tage nach TNBS-Applikation war kein Mitteln der Ergebnisse und 
damit keine statistische Signifikanzanalyse möglich. 
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Abb. 4.14: Mittlerer Futterkonsum in g/Tier/Tag. 
4.1.2.2.4 Histologische Untersuchung des Kolons 
Das Ausmaß der Inflammation war bei der histologischen Auswertung von 
Dünnschnitten des Kolons mittels HE-Färbung deutlich zu erkennen. Die Applikation 
von TNBS führte zur lokalen Bildung von Ulzerationen über mehrere Gewebe-
schichten hinweg, einhergehend mit einer schweren Schädigung des Mukosage-
webes. Die Inflammationsreaktion war zudem durch starke zelluläre Infiltrationen in 
der Submukosa und eine Verdickung derselben gekennzeichnet. Eine deutliche his-
tologische Unterscheidung des Ausmaßes der Inflammation zwischen der PAD-
Gruppe und der PRD-Gruppe war nicht möglich. Zudem bestanden interindividuelle 
Unterschiede in der Ausprägung des Schadensbildes innerhalb der TNBS-Gruppen. 
Abb. 4.15 zeigt typische Querschnitte des Kolons der jeweiligen Versuchsgruppen. 
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Abb. 4.15: HE-Färbung repräsentativer Dünnschnitte des Kolons der einzelnen Behandlungsgruppen. 
A/B Gewebeschnitte intakter Tiere. C/D Gewebeschnitte von TNBS/PAD Tieren. E/F Gewebeschnitte 
von TNBS/PRD Tieren. Schwarze Pfeile kennzeichnen Ulzerationen; gelbe Pfeile kennzeichnen 
Gebiete mit starker zellulärer Infiltration. Vergrößerung: A/C/E: 25x; B/D/F: 100x. K = Krypte, M = 
Muscularis externa, Mu = Mukosa, Sm = Submukosa. 
4.1.2.2.5 Bestimmung der Leukozytenzahl 
Die Messung der Anzahl von Leukozyten im Blut (Abb. 4.16) ergab mit 14'611 ± 
5’938 Zellen/µl für die PRD-Gruppe einen signifikant höheren Wert als für die Tiere 
der PAD-Gruppe (10'066 ± 2'420 Zellen/µl). Die Bestimmung der Leukozytenzahlen 
in der Intaktgruppe war aufgrund einer Gerinnung der Blutproben nicht möglich; sie 
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dürfte aber, ähnlich den F344 Tieren im Versuch mit transgenen HLA-B27 Ratten 
(vgl. Abb. 4.4), deutlich geringer gewesen sein.  
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Abb. 4.16: Gemittelte Anzahl der Leukozyten im Blut. * = stat. signifikant gegen TNBS/PAD mit 
P<0,05. Unabhängiger t-Test.  
4.1.2.2.6 MPO-Aktivität im Kolongewebe 
Die Aktivität der Myeloperoxidase wurde durch den inflammatorischen TNBS-
Stimulus stark induziert. Mit 2,9 ± 0,3 U/µg Protein in der TNBS/Gruppe und 4,6 ± 0,7 
U/mg Protein war die MPO-Aktivität im Vergleich zur Intaktgruppe (0,5 U/µg) 5,7 bzw. 
8,9fach signifikant erhöht. Die höchste Enzymaktivität wies damit die TNBS/PRD 
Gruppe auf, die den Wert der TNBS/PAD Gruppe signifikant überstieg (Abb. 4.17). 
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Abb. 4.17: MPO-Aktivität des Kolongewebes in U/µg Protein. * = stat. signifikant gegen Intakt, + = 
stat. signifikant gegen TNBS/PAD mit P<0,05. ANOVA. 
4.1.2.2.7 Untersuchung der mRNA Expression von COX-2 
Die mRNA Expression von COX-2 wurde durch die Applikation von TNBS stark 
induziert (Abb. 4.18). In Kombination mit einer phytoöstrogenarmen Diät wurde eine 
25fache und signifikante Induktion gegenüber der Kontrollgruppe erreicht. Bei der 
PRD-Gruppe wurde lediglich eine 15fache Induktion erreicht, die ebenfalls signifikant 
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über der COX-2 mRNA-Expression der Intaktgruppe lag, jedoch nur 81% der 
Induktion in der PAD erreichte. Die Differenz zwischen PAD und PRD war ebenfalls 
signifikant. 
0
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
Int TNBS/PAD TNBS/PRD
re
la
ti
ve
 m
R
N
A
 E
xp
re
ss
io
n *
*
+
re
la
ti
ve
 m
R
N
A
 E
xp
re
ss
io
n
 
Abb. 4.18: Analyse der relativen COX-2 mRNA Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe. * = stat. 
signifikant gegen Int, + = stat. signifikant gegen TNBS/PAD mit P<0,05. Abhängiger t-Test. 
4.1.2.2.8 Untersuchung der Protein-Expression von COX-2 und PCNA 
Bezüglich der Proteinexpressionen von COX-2 und PCNA wurden keine signifikanten 
Induktionen in den TNBS-stimulierten Gruppen im Vergleich zur Intaktgruppe festge-
stellt. Die Expression von COX-2 war in allen Gruppen gleich stark (Abb. 4.19 A). Die 
Proteinexpression von PCNA (Abb. 4.19 B) wurde durch den TNBS-Stimulus leicht 
induziert und übertraf den Wert der Intaktgruppe nach Ernährung mit PAD um das 
1,4fache und nach PRD um das 1,3fache. Es konnte damit auch kein signifikanter 
Unterschied zwischen TNBS/PAD und TNBS/PRD festgestellt werden. 
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Abb. 4.19: Analyse der relativen Protein-Expression von COX-2 (A) und PCNA (B) mittels Western 
Blot im Vergleich zur Kontrollgruppe. Gezeigt sind repräsentative Western Blots sowie die gemittelte 
densitometrische Auswertung mehrerer Western Blots. 
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4.1.2.2.9 Untersuchung der allgemeinen Proteinexpression im Silver Stain 
Mithilfe eines Silver Stains (Abb. 4.20) wurde ein möglicher Einfluss von TNBS in 
Kombination mit einer lebenslangen phytoöstrogenreichen bzw. phytoöstrogenarmen 
Ernährung auf das Proteom untersucht, um regulierte Proteine zu identifizieren. 
Wie der Abbildung zu entnehmen ist, werden verschiedene Proteine in ihrer 
Expression durch die Applikation von TNBS beeinflusst. 
Eine deutliche Stimulation der Expression war bei den mit einem schwarzen Pfeil 
gekennzeichneten Proteinen zu beobachten, wobei die Steigerung von Proteinen mit 
einer Größe von ca. 14 kDa besonders auffällig war. In ihrer Expression reprimierte 
Proteine sind mit roten Pfeilen gekennzeichnet. Insgesamt scheint TNBS die 
Expression einer größeren Anzahl von Proteinen eher zu reprimieren als zu stimu-
lieren. Bei den Proteinen mit einer Größe von ca. 6 bzw. 14 kDa deutet die intensi-
vere Färbung der Banden auf eine weitere Intensivierung der TNBS-induzierten 
Proteinexpression durch PRD hin. Die Identität der regulierten Proteine ist nicht 
bekannt.  
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Abb. 4.20: Darstellung der Gesamtprotein-Expression im Kolon durch Silver Stain. Die Pfeile 
bezeichnen die durch TNBS-Applikation regulierte Proteine. Schwarze Pfeile: Durch TNBS induzierte 
Proteine; rote Pfeile: Durch TNBS reprimierte Proteine. Die Größen der Proteine des Standards sind 
links davon angegeben. Die Proteine der einzelnen Versuchsgruppen wurden doppelt nebeneinander 
aufgetragen. 
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4.1.2.3 Untersuchung des Einflusses subkutan applizierter östrogener 
Substanzen auf die akute Ausprägung inflammatorischer Parameter 
(C3) 
Im vorliegenden Experiment wurde der Einfluss einer zunächst neuntägigen 
Vorbehandlung und einer sich an den TNBS-Stimulus anschließenden dreitägigen 
Weiterbehandlung mit den unterschiedlichen Testsubstanzen auf die Parameter 
einer akuten Kolitis untersucht. 
4.1.2.3.1 Veränderung des Körpergewichts 
Vor der Applikation von TNBS wurden die Tiere zunächst neun Tage mit den 
entsprechenden Substanzen vorbehandelt. Um bereits hier eine Wirkung der Sub-
stanzen nachweisen zu können, wurde die Entwicklung des Körpergewichts während 
der Vorbehandlungszeit aufgezeichnet. Wie aus Tab. 4.2 zu entnehmen, hatten vor 
Beginn der Behandlung die Tiere aller Gruppen eng beieinander liegende Körper-
gewichte, die sich nicht signifikant voneinander unterschieden. 
Gruppe KG Start [g] KG 9d [g] Signifikanz  
Kontrolle 377,4 ± 16,6 419,1 ± 26,5 * 
E2 379,7 ± 11,8 394,4 ± 13,4 * 
8β-VE2 389,7 ± 17,9 428,5 ± 26,2 * 
Gen 380,3 ± 16 411,4 ± 21,8 * 
 
Tab. 4.2: Körpergewichte vor Versuchsstart und nach neuntägiger Vorbehandlung mit den 
Testsubstanzen. Angegeben sind die jeweiligen arithmetischen Mittelwerte und 
Standardabweichungen der Versuchsgruppen. Aufgrund des zum Messzeitraum fehlenden TNBS-
Stimulus wurden die Tiere der Intakt- und TNBS-Kontrolle zu einer Kontrollgruppe zusammengefasst. 
* = stat. signifikante Gewichtsveränderung nach 9 d mit P<0,05. Abhängiger t-Test. 
 
Im Verlauf der neuntägigen Vorbehandlung nahm das Körpergewicht bei allen 
Versuchsgruppen signifikant zu (Abb. 4.21 A). Dabei war die Gewichtszunahme bei 
der E2-Gruppe signifikant geringer als bei den restlichen Versuchsgruppen (Tab. 4.2 
und Abb. 4.21 A). 
 
Durch die unterschiedliche Körpergewichtszunahme wich das durchschnittliche Ge-
wicht der einzelnen Gruppen bereits vor der TNBS-Applikation voneinander ab (Tab. 
4.3). TNBS bewirkte in allen Versuchsgruppen eine Verringerung des mittleren Kör-
pergewichts, während dieses in der Intaktgruppe zunahm. Diese Veränderungen 
waren bei allen Gruppen signifikant (Tab 4.3). Innerhalb der TNBS-Gruppen konnten 
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keine signifikanten Unterschiede in der relativen Entwicklung des Körpergewichts 
festgestellt werden, jedoch unterschieden sich alle Versuchsgruppen mit TNBS-
Reizung signifikant von der Intaktgruppe (Abb. 4.21 B). 
 
Gruppe KG Start [g] KG 3d [g] Signifikanz 
Intakt 403 ± 17,9 428,9 ± 32,1 * 
TNBS-K 380,8 ± 21,3 367,3 ± 27,8 * 
E2 373,8 ± 9,7 353,9 ± 20,9 * 
8β-VE2 399,4 ± 25,3 387,8 ± 24,8 * 
Gen 386,5 ± 18,5 372,9 ± 22,1 * 
 
Tab. 4.3: Körpergewichte vor und 3 d nach der Applikation von TNBS und gleichzeitiger 
Weiterbehandlung mit den Testsubstanzen. Angegeben sind die jeweiligen arithmetischen Mittelwerte 
und Standardabweichungen der Versuchsgruppen. * = stat. signifikante Gewichtsveränderung nach 9 
d mit P<0,05. Abhängiger t-Test. 
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Abb. 4.21: Relative Veränderung des Körpergewichts der einzelnen Gruppen während des 
Versuchszeitraums. A Veränderung während der neuntägigen Vorbehandlung. * = stat. signifikant 
gegen Kontrolle mit P<0,05. ANOVA .B Veränderung nach 3 d während des TNBS-Reizes. * = stat. 
signifikant gegen Intakt mit P<0,05. ANOVA.  
4.1.2.3.2 Bestimmung des Kolongewichts 
Die Reizung mit TNBS führte bei allen Gruppen zu einem signifikant gesteigerten 
relativen Kolongewicht im Vergleich mit der Intaktgruppe. Die Gruppen mit TNBS-
Gabe wiesen untereinander keine signifikanten Unterschiede auf. Die Mittelwerte und 
Standardabweichungen sind in Abb. 4.22 grafisch dargestellt.  
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Abb. 4.22: Relative Gewichte des distalen Kolons in g/kg KG. * = stat. signifikant gegen Intakt mit 
P<0,05. ANOVA. 
4.1.2.3.3 Untersuchung des Futterkonsums 
Der Futterkonsum war bei Tieren mit TNBS-Gabe im Vergleich zu Tieren der Intakt-
gruppe stark reduziert. Die Unterschiede zwischen den TNBS-Gruppen waren 
gering, wobei Tiere der mit 8β-VE2 behandelten Gruppe den höchsten Konsum je 
Tier und Tag aufwiesen (13,4 g/Tier/Tag). Dieser betrug jedoch lediglich 41,6% des 
täglichen Konsums der einzelnen Intakttiere (32,3 g/Tier/Tag). Den niedrigsten 
Futterkonsum hatten Tiere der TNBS-Kontroll-Gruppe (10,9 g/Tier/Tag) (Abb. 4.23). 
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Abb. 4.23: Mittlerer Futterkonsum in g/Tier/Tag. 
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4.1.2.3.4 MPO-Aktivität im Kolongewebe 
Im Gegensatz zur Leukozytenzahl wurde die MPO-Aktivität im Kolongewebe durch 
den TNBS-Stimulus in allen Versuchsgruppen signifikant im Vergleich zur Intakt-
gruppe (1,3 ± 0,2 U/µg) erhöht. Die Werte der stimulierten Gruppen lagen zwischen 
6,1 ± 1,2 (TNBS-K) und 9,3 ± 2,7 U/µg (TNBS/Gen). Die mit Genistein behandelte 
Gruppe wies damit die höchste MPO-Aktivität auf. 
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Abb. 4.24: MPO-Aktivität des Kolongewebes in U/µg Protein. * = stat. signifikant gegen Intakt, + = 
stat. signifikant gegen Gen mit P<0,05. ANOVA. 
4.1.2.3.5 Untersuchung der mRNA Expression von COX-2 und PCNA 
Die Gabe von TNBS führte in allen Gruppen zu einer signifikanten Stimulation der 
COX-2 mRNA Expression im Vergleich zur Intaktgruppe (Abb. 4.25 A). Die 
Stimulation war bei der TNBS/8β-VE2 Gruppe am stärksten (109fach) und bei der E2 
Gruppe am schwächsten (39fach). Verglichen mit der TNBS-Kontrollgruppe waren 
jedoch keine signifikanten Veränderungen der COX-2 mRNA Expression durch die 
dreitägige Behandlung mit den Testsubstanzen zu erkennen. 
 
Im Falle der PCNA mRNA Expression (Abb. 4.25 B) war eine signifikante Induktion 
im Vergleich zur Intaktgruppe nur bei den Gruppen TNBS/E2 (1,8fach) und TNBS/8β-
VE2 (2,3fach) zu beobachten. Die mRNA Induktion von PCNA war damit viel 
geringer als die von COX-2. Es konnten keine signifikanten Unterschiede im 
Vergleich mit der TNBS-Kontrollgruppe festgestellt werden; auch zwischen den ver-
schiedenen TNBS-Behandlungsgruppen gab es keine signifikanten Unterschiede 
bezüglich der PCNA mRNA Expression. 
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Abb. 4.25: Analyse der relativen mRNA Expression von COX-2 (A) und PCNA (B) im Vergleich zur 
Kontrollgruppe. * = stat. signifikant gegen Intakt mit P<0,05. ANOVA. 
4.1.2.3.6 Untersuchung der Protein-Expression von COX-2 und PCNA 
Die Proteinexpression von COX-2 wurde bei allen TNBS-stimulierten Gruppen 
induziert, jedoch war diese Induktion schwach und bei keiner Gruppe statistisch sig-
nifikant. Die stärkste Induktion wurde bei TNBS/E2 (1,4fach) erzielt, die schwächste 
bei TNBS/8β-VE2 (1,2fach). Damit lagen die Werte aller Gruppen eng beieinander 
(Abb. 4.26 A). 
 
In Bezug auf die Proteinexpression von PCNA (Abb. 4.26 B) bewirkte eine alleinige 
Stimulation mit TNBS nur eine schwache Induktion (1,4fach). In Kombination mit E2, 
8β-VE2 und Gen war die Induktion stärker (3,0, 3,3 und 3,1fach), jedoch waren auch 
hier keine signifikanten Unterschiede nachweisbar. 
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Abb. 4.26: Analyse der relativen Protein-Expression von COX-2 (A) und PCNA (B) mittels Western 
Blot im Vergleich zur Kontrollgruppe. Gezeigt sind repräsentative Western Blots sowie die gemittelte 
densitometrische Auswertung mehrerer Western Blots. 
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4.1.2.4 Untersuchung des Einflusses von oral appliziertem Genistein auf die 
chronische Ausprägung inflammatorischer Parameter (C4) 
In diesem Versuchsteil wurde der Einfluss einer 14-tägigen oralen Verabreichung 
von Genistein auf die chronische Ausprägung einer TNBS-induzierten Kolitis unter-
sucht. 
4.1.2.4.1 Untersuchung der Entwicklung des Körpergewichts 
Abb. 4.27 A zeigt den Verlauf des mittleren relativen Körpergewichts in % der 
Behandlungsgruppen über den Zeitraum des Versuchs. Die senkrechte Linie stellt 
den Zeitpunkt der TNBS-Applikation dar. Der erste Messzeitpunkt entspricht dem 
Ausgangsgewicht der Tiere vor der 24-stündigen Fastenzeit, die der Minimierung der 
Präsenz von Stuhl im Kolon zum Zeitpunkt des TNBS-Insult diente, und entspricht 
einem Wert von 100%. Durch den fehlenden Zugang zur Nahrung sank das 
Körpergewicht bei allen Tieren auf etwa 94% des Ausgangswertes ab. Dieser Trend 
setzte sich nach der Applikation von TNBS, nun bei frei verfügbarer Nahrung, fort 
und erreichte am zweiten Tag nach dem inflammatorischen Reiz in beiden Gruppen 
den niedrigsten Stand (91,7%); anschließend stieg das Gewicht kontinuierlich bis 
zum Versuchsende an. Das Ausgangsgewicht wurde sechs Tage nach dem TNBS 
Stimulus erreicht. Zum Abschluss des Versuchs hatte sich das Körpergewicht der 
Kontrollgruppe um 22,5% im Vergleich zum Ausgangswert erhöht, bei der mit 
Genistein behandelten Gruppe betrug der Anstieg 21%. Zu keinem Zeitpunkt des 
Experiments war ein signifikanter Unterschied zwischen den relativen Körperge-
wichten der Versuchsgruppen zu beobachten. 
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Abb. 4.27: A Verlaufskurve der Entwicklung des Körpergewichts während des Versuchs. Angegeben 
sind die jeweiligen arithmetischen Mittelwerte und Standardabweichungen der Versuchsgruppen in % 
des Ausgangsgewichtes. Die senkrechte Linie kennzeichnet den Zeitpunkt der TNBS-Applikation. B 
Verlauf des Futterkonsums in g/Tier/Tag der Versuchsgruppen während des Versuchs. 
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4.1.2.4.2 Analyse des Futterkonsums 
Der Futterkonsum je Tier und Tag betrug 24 und 48 h nach der Applikation bei 
beiden Versuchsgruppen ca. 10 g. Dieser Konsum nahm ab dem dritten Tag nach 
TNBS-Gabe parallel zur Zunahme des Körpergewichts zu und erreichte etwa ab dem 
achten Tag ein Plateau, das bei etwa 30 g/Tier/d in beiden Versuchsgruppen lag. 
Auch hier zeigten die Kurven beider Gruppen einen parallelen Verlauf (Abb. 4.27 B), 
ohne signifikante Unterschiede. Die Schwankungen im Diagramm um Tag 13 sind 
auf eine Unregelmäßigkeit bei der Fütterung zurückzuführen. 
4.1.2.4.3 Untersuchung des Kolongewichts 
Auch 14 Tage nach der Applikation von TNBS ist bei den Tieren ein signifikant um 
69,5% erhöhtes relatives Kolongewicht im Vergleich zu  Intakttieren (2,3 ± 0,5 g/kg 
KG) ohne TNBS-Reizung festzustellen. Das Kolongewicht war bei der TNBS-
Kontrollgruppe (3,9 ± 1,2 g/kg KG) und der TNBS/Genistein-Gruppe (3,9 ± 1,3 g/kg 
KG) nahezu identisch und wurde durch die Behandlung mit Gen nicht beeinflusst 
(Abb. 4.28 A).  
4.1.2.4.4 Untersuchung des Gewichts der Sexualorgane 
Um die hormonelle Wirksamkeit der Behandlung mit Genistein zu prüfen, wurden die 
relativen, auf das Körpergewicht bezogenen Gewichte der Sexualorgane Hoden, 
Prostata und Samenblase untersucht.  
Das Gewicht der Hoden (Abb. 4.28 B) wurde durch die Behandlung mit Genistein 
nicht beeinflusst.  
Das relative Gewicht der Prostata (Abb. 4.28 C) war bei den Tieren der Genistein-
Gruppe mit 1,7 ± 0,5 g/kg KG signifikant niedriger als bei den Tieren der Kontroll-
gruppe (3 ± 0,7 g/kg KG). Dies gilt auch für das relative Gewicht der Samenblase 
(Abb. 4.28 D), die nach Behandlung mit Genistein signifikant niedriger war (1,1 ± 0,1 
g/kg KG) als in der nicht mit Genistein behandelten Gruppe (1,7 ± 0,3 g/kg KG).  
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Abb. 4.28: Effekt der Genistein-Behandlung auf das relative Gewicht verschiedener Organe. A 
Relatives distales Kolongewicht in g/kg KG. B Relatives Hodengewicht in g/kg KG. C Relatives 
Prostatagewicht in mg/kg KG. D Relatives Samenblasengewicht in mg/kg KG. * = stat. signifikant 
gegen Intakt, + = stat. signifikant gegen TNBS-Kontrolle mit P<0,05 ANOVA (Kolongewicht) Mann-
Whitney-Test. 
4.1.2.4.5 MPO-Aktivität im Kolon 
Der Parameter MPO-Aktivität im Kolon war bei den Tieren der TNBS-K Gruppe (0,79 
± 0,1 U/µg) signifikant im Vergleich zur Intaktgruppe (0,58 ± 0,09 U/µg) erhöht. Diese 
Erhöhung wurde durch die Behandlung mit Gen deutlich gehemmt. Zudem lagen die 
Werte der TNBS/Gen Gruppe (0,34 ± 0,08 U/µg) signifikant unterhalb von den 
Werten der Intaktgruppe und der TNBS-K Gruppe.  
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Abb. 4.29: MPO-Aktivität des Kolongewebes in U/µg Protein. * = stat. signifikant gegen Intakt, + = 
stat. signifikant gegen TNBS-Kontrolle mit P<0,05. ANOVA. 
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4.1.2.4.6 Untersuchung der mRNA Expression von COX-2 und PCNA 
Die COX-2 mRNA Expression (Abb. 4.30 A) war in der TNBS-stimulierten 
Kontrollgruppe signifikant gegenüber Intakttieren erhöht (4,1fach). Diese Stimulation 
wurde nach Behandlung mit Genistein signifikant gehemmt (2fach). Die COX-2 
mRNA Expression in der mit Genistein behandelten Gruppe war im Vergleich zur 
Expression bei Intakttieren 100% erhöht, jedoch war diese Erhöhung nicht 
signifikant. 
Auch die mRNA Expression von PCNA war 14 Tage nach der Stimulation durch 
TNBS im Vergleich zu Intakttieren erhöht (Abb. 4.30 B). Diese Stimulation war bei 
der nicht mit Genistein behandelten Kontrollgruppe signifikant (2fach). Die Behand-
lung mit Genistein bewirkte eine geringe, nicht signifikante Hemmung (1,7fache 
Induktion im Vergleich mit Intakttieren) der PCNA mRNA Expression. 
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Abb. 4.30: Analyse der relativen mRNA Expression von COX-2 (A) und PCNA (B) im Vergleich zur 
Kontrollgruppe. * = stat. signifikant gegen Intakt, + = stat. signifikant gegen TNBS-Kontrolle mit 
P<0,05. Abhängiger t-Test. 
4.1.2.4.7 Untersuchung der Proteinexpression von COX-2 und PCNA 
Die Proteinexpressionen von COX-2 und PCNA sind in Abb. 4.31 grafisch 
dargestellt. COX-2 wurde nach der Applikation von TNBS auch auf Proteinebene 
induziert. Die Induktion war 14 Tage nach dem TNBS-Stimulus bei beiden TNBS-
Gruppen sehr schwach (1,3 und 1,1fach) und statistisch nicht signifikant. Die Werte 
der TNBS-K und TNBS/Gen Gruppen unterschieden sich damit auch untereinander 
nicht signifikant. 
 
Die Induktion der Proteinexpression von PCNA durch TNBS war im Vergleich zu 
COX-2 stärker. Hierbei wurde durchschnittlich eine 5,1 bzw. 3,3fach (TNBS/Gen) 
erhöhte Expression erreicht. Damit führte die Behandlung mit Genistein zu einer 
leichten Hemmung der PCNA-Induktion im Vergleich zur TNBS-K Gruppe. Aufgrund 
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der stark variierenden Werte unterschieden sich auch hier die Gruppen nicht 
signifikant voneinander.  
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Abb. 4.31: Analyse der relativen Protein-Expression von COX-2 (A) und PCNA (B) mittels Western 
Blot im Vergleich zur Intaktgruppe. Gezeigt sind repräsentative Western Blots sowie die gemittelte 
densitometrische Auswertung mehrerer Western Blots. 
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4.2 In vitro Studien in Darmzellkulturen 
4.2.1 Experimente mit untransfizierten Zellen 
4.2.1.1 HT-29 Zellen 
4.2.1.1.1 IL-1β Einwirkzeit 
Um im Zellkulturmodel eine Kolitis zu simulieren, wurden HT-29 Zellen mit dem 
proinflammatorischen Zytokin IL-1β (10 ng/µl) behandelt. Im Rahmen einer 
Zeitreihenanalyse wurden verschiedene Einwirkzeiten von IL-1β auf die mRNA 
Expression von COX-2 (Abb. 4.32 A) und IL-6 (Abb. 4.32 B) untersucht. 
Die Expression von COX-2 wurde durch die Behandlung mit IL-1β stark induziert. 
Bereits 2 h nach Stimulation war die mRNA Expression von COX-2 auf das 8,5fache 
angestiegen und erhöhte sich nach 7 h auf das 9,3fache. Die Stimulation ging 
anschließend langsam zurück und war nach 24 h nur noch 5,3fach erhöht. 
 
Der Verlauf der mRNA Expression für IL-6 ähnelte dem von COX-2. Auch hier konnte 
bereits 2 h nach Stimulation durch IL-1β eine Induktion festgestellt werden (8,5fach). 
Der höchste Wert der Induktion wurde 7 h nach Stimulation erreicht (20,2fach) und 
fiel nach 24 h wieder ab (15,1fach). 
 
Aufgrund des Versuchsergebnisses wurde für die nachfolgenden Studien in HT-29 
Zellen eine Stimulationszeit von 7 h festgelegt. 
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Abb. 4.32: Zeitreihenanalyse der IL-1β induzierten mRNA Expression von COX-2 (A) und IL-6 (B) in 
HT-29 Zellen nach 2, 7 und 24 h. * = stat. signifikant gegen Kontrolle, + = stat. signifikant gegen IL-1β 
2h, ♦ = stat. signifikant gegen IL-1β 7h mit P<0,05. ANOVA. 
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4.2.1.1.2 Einfluss der Testsubstanzen auf die IL-1β induzierte COX-2 und IL-6 
mRNA Expression 
Um den Einfluss der getesteten Substanzen (E2, 16α-LE2, 8β-VE2, Genistein und 
Dexamethason) auf die IL-1β induzierte COX-2 und IL-6 mRNA Expression zu 
testen, wurden die Zellen zunächst fünf Tage mit der jeweiligen Testsubstanz vorin-
kubiert und anschließend 7 h mit IL-1β stimuliert. 
Der alleinige IL-1β Stimulus in Abwesenheit der Testsubstanzen bewirkte eine 
9,1fache Induktion der COX-2 mRNA. Bei Vorbehandlung mit E2 stieg die Induktion 
auf das 13,2fache. Keine Veränderung der IL-1β induzierten COX-2 Expression 
bewirkten Vorbehandlungen mit Gen und 8β-VE2 (8,7 bzw. 8,2fach). Eine Vorbe-
handlung mit Dexamethason bewirkte eine nahezu vollständige Hemmung der COX-
2 Induktion (1,5fach). 
 
Die Wirkung der Testsubstanzen auf die IL-6 mRNA Expression zeigt Abb. 4.33 B; 
sie ähnelte der Wirkung auf die COX-2 Expression (Abb. 4.33 A). Auch hier wurde 
die durch IL-1β hervorgerufene Induktion der mRNA Expression bei Vorbehandlung 
mit E2 (26,5fach) im Vergleich zur Kontrollgruppe (15,9fach) weiter verstärkt, 
während Gen und 8β-VE2 die Induktion nicht maßgeblich beeinflussten (14,3 bzw. 
17,8fach). Eine Vorbehandlung mit Dex führte erneut zu einer starken Hemmung der 
IL-6) mRNA Induktion (6fach). 
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Abb. 4.33: Relative mRNA Expression von COX-2 (A) und IL-6 (B) in HT-29 Zellen nach fünftägiger 
Behandlung mit E2 (10-8M), Gen (10-6M), 8β-VE2 (10-8M), Dex (10-8M) und anschließender IL-1β 
Stimulation. * = stat. signifikant gegen Kontrolle, + = stat. signifikant gegen Dex mit P<0,05. ANOVA. 
 
Um eine mögliche Rolle von ER bei der Verstärkung des mRNA Induktionseffektes 
von IL-1β durch E2 zu untersuchen, wurden die Zellen gleichzeitig mit dem Anti-
östrogen ICI 182780 behandelt. Auch hier führte die dreitägige Vorbehandlung mit 
E2 zur Verstärkung der mRNA Expression von COX-2 (Abb. 4.34 A) und IL-6 (Abb. 
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4.34 B). Diese Verstärkung konnte durch eine Ko-Behandlung mit ICI bei beiden 
Genen gehemmt werden. Die daraus resultierende mRNA Expression entsprach in 
ihrer Intensität sowohl bei COX-2 als auch bei IL-6 der durch IL-1β induzierten Ex-
pression in Abwesenheit von E2. Eine alleinige Behandlung mit ICI hatte in beiden 
Fällen keinen Einfluss auf die mRNA Expression. Eine Vorbehandlung mit Dex führte 
erneut zur vollständigen Hemmung der mRNA Expression beider Gene. 
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Abb. 4.34: Effekt von E2 (10-8M) auf die IL-1β induzierte relative mRNA Expression von COX-2 (A) 
und IL-6 (B) in HT-29 Zellen in Abwesenheit und in Gegenwart von ICI. * = stat. signifikant gegen 
Kontrolle, + = stat. signifikant gegen Dex mit P<0,05. ANOVA. 
4.2.1.2 Caco-2 Zellen 
4.2.1.2.1 IL-1β Einwirkzeit 
Mit den Caco-2 Zellen wurde wie bei den HT-29 Zellen zunächst ein 
Zeitreihenexperiment durchgeführt, um die optimale Stimulationszeit für IL-1β 
herauszufinden. 
Auch bei dieser Zelllinie zeigte sich ein Anstieg der mRNA Expression von COX-2 
und IL-6 bereits 2 h nach der Stimulation. Dieser Anstieg war bei COX-2 (Abb. 4.35 
A) zunächst schwach (2fache Expression), stieg jedoch bis 24 h nach Stimulation 
stetig an (9,1fach). Die IL-6 mRNA Expression (Abb. 4.35 B) stieg 2 h nach Stimu-
lation durch IL-1β stark an (8,5fach), sank jedoch bereits nach 7 h wieder ab (5,9fach 
im Vergleich zur Kontrolle). 
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Abb. 4.35: Zeitreihenanalyse der IL-1β induzierten mRNA Expression von COX-2 (A) und IL-6 (B) in 
Caco-2 Zellen nach 2, 4, 7 und 24 h. * = stat. signifikant gegen Kontrolle, + = stat. signifikant gegen IL-
1β 2h, ♦ = stat. signifikant gegen IL-1β 4h mit P<0,05. ANOVA. 
4.2.1.2.2 Einfluss der Substanzen auf IL-1β induzierte COX-2 und IL-6 mRNA 
Expression 
Wie bei HT-29 Zellen wurde in Caco-2 Zellen der Einfluss östrogen wirksamer Sub-
stanzen auf die IL-1β induzierte COX-2 und IL-6 mRNA Expression untersucht. Die 
Ergebnisse sind in Abb. 4.36 dargestellt. 
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Abb. 4.36: Relative mRNA Expression von COX-2 (A) und IL-6 (B) in Caco-2 Zellen nach dreitägiger 
Behandlung mit E2 (10-8M), Gen (10-6M), 16α-LE2 (10-8M), 8β-VE2 (10-8M), Dex (10-8M) und 
anschließender IL-1β Stimulation. * = stat. signifikant gegen Kontrolle, + = stat. signifikant gegen Dex 
und ♦ = stat. signifikant gegen Gen mit P<0,05. ANOVA. 
 
Auch in Caco-2 Zellen führte eine Vorbehandlung mit E2 zur Verstärkung der IL-1β 
Stimulation von COX-2 und IL-6 auf mRNA Ebene. Die Verstärkung lag bezüglich der 
COX-2 mRNA Expression bei ca. 60%, bei der IL-6 mRNA Expression bei etwa 33%. 
Eine Vorbehandlung mit den ER-subtypspezifischen Liganden beeinflusste die IL-1β 
induzierte mRNA Expression von COX-2 nicht und führte zu einer leichten Hemmung 
der IL-6 mRNA Expression, die 33% für 16α–LE2 und 19% für 8β-VE2 betrug. Einen 
stärker inhibierenden Effekt hatte die Vorbehandlung mit Genistein, die die 
Stimulation von COX-2 um ca. 40% und von IL-6 um 64% hemmte. Diese Werte 
lagen in der Größenordnung des Hemmeffektes durch Dex, der 40% bzw. 80% 
betrug. 
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In einem weiteren Experiment wurde die Wirkung unterschiedlicher E2-Dosierungen 
auf die IL-1β induzierte mRNA-Expression von COX-2 und IL-6 untersucht (Abb. 
4.37). Hierzu wurden die Zellen vor der Stimulation durch IL-1β drei Tage mit E2 in 
einer Dosis von 10-8M und 10-6M vorbehandelt. Eine Dosierung von 10-8M führte zur 
bereits bekannten Verstärkung der Induktion durch IL-1β, die höhere Dosierung 
jedoch zu einer nahezu vollständigen Hemmung.  
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Abb. 4.37: Vergleich des Effekts einer dreitägigen Behandlung mit E2 in unterschiedlichen 
Konzentrationen auf die IL-1β induzierte relative mRNA Expression von COX-2 (A) und IL-6 (B) in 
Caco-2 Zellen. * = stat. signifikant gegen Kontrolle, + = stat. signifikant gegen K+IL-1β mit P<0,05. 
ANOVA. 
4.2.1.3 Nachweis der ER-Expression in HT-29 und Caco-2 Zellen 
Aufgrund der fehlenden bzw. schwachen Effekte der östrogen wirksamen Testsub-
stanzen auf die IL-1β induzierte mRNA Expression von COX-2 und IL-6 in beiden 
Zelllinien wurden diese auf die Expression der ER-Subtypen hin untersucht. 
Die Ergebnisse der Analyse mithilfe der RT-PCR sind in Abb. 4.38 dargestellt. 
In Caco-2 Zellen (Abb. 4.38 A) konnte lediglich eine extrem schwache mRNA 
Expression von ERα nachgewiesen werden. Das spezifische Amplifikationsprodukt 
der PCR mit einer Größe von 528 bp in den Spuren 3 und 4 ist schwer zu erkennen. 
Hingegen konnte die mRNA Expression von ERβ in Caco-2 Zellen deutlicher nach-
gewiesen werden. In den Spuren 5 und 6 sind distinkte Banden der Amplifikate mit 
einer Größe von 145 bp zu erkennen. 
Im Gegensatz zu den Caco-2 Zellen konnte bei der Zelllinie HT-29 (Abb. 4.38 B) die 
mRNA Expression von ERα deutlicher nachgewiesen werden. In den Spuren 3 und 4 
sind eindeutige Banden mit einer Größe von 528 bp sichtbar. 
Auch die mRNA Expression von ERβ konnte in HT-29 Zellen festgestellt werden. Wie 
bei Caco-2 sind in den Spuren 5 und 6 Banden mit einer Größe von 145 bp vorhan-
den, die jedoch eine schwache Intensität besitzen. 
Ergebnisse 106 
1A ERα ERβ 1A ERα ERβ
A B1 3 4 5 6 1 2 3 4 52 6
 
Abb. 4.38: Konstitutive Expression der mRNA von ERα und ERβ in Caco-2 (A) und HT-29 (B) Zellen. 
Der rote Pfeil deutet auf die Lage des ERα spezifischen Amplikons. 
 
Auf Proteinebene war in beiden Zelllinien mittels Western Blot keine signifikante 
Expression des im Darm vorherrschenden ERβ nachweisbar (Abb. 4.39). Die immun-
zytochemische Färbung von ERα in HT-29 Zellen zeigte nur eine Anfärbung von sehr 
schwacher Intensität (vgl. Abb. 4.40). Sehr viel deutlicher war diese in transfizierten 
HT-29 Zellen. 
Aktin
ERβ
Caco-2 HT-29
 
Abb. 4.39: Nachweis der fehlenden Proteinexpression von ERβ in Caco-2 und HT-29 Zellen im 
Western Blot. 
4.2.1.4 Experimente mit transient transfizierten HT-29 Zellen 
Die Zellen wurden in den folgenden Experimenten mit ERα bzw. ERβ transfiziert um 
herauszufinden, ob der verstärkende Effekt von E2 auf die IL-1β vermittelte Induktion 
der mRNA Expression von COX-2 und IL-6 bei Expression der jeweiligen Rezeptoren 
abgeschwächt bzw. verhindert wird.  
4.2.1.3.1 Transiente Transfektion mit ERα (HEGO/pSG5) 
Zur Kontrolle der Transfektion wurde zunächst eine immunzytochemische Färbung 
mit nicht transfizierten und transfizierten Zellen durchgeführt (Abb. 4.40). Die trans-
fizierten Zellen zeigten 24 h nach der Transfektion eine deutlich intensivere DAB-
Färbung (Abb. 4.40 B) als die nicht transfizierten Zellen (Abb. 4.40 A). 
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A B
 
Abb. 4.40: Immunzytochemische DAB-Färbung von ERα in HT-29 Zellen. A nicht transfizierte 
Kontrolle. B transfizierte Zellen (24 h nach Transfektion). 
 
Nach der transienten Transfektion der HT-29 Zellen mit dem ERα wurden die Zellen 
drei Tage mit E2 bzw. Dex vorbehandelt, bevor der 7-stündige IL-1β Stimulus 
erfolgte. Die Stimulation mit IL-1β führte erwartungsgemäß zur Stimulation der 
mRNA Expression von COX-2 (4fach) und von IL-6 (6,9fach). Eine Vorbehandlung 
mit E2 verstärkte deren Induktion (5,4 bzw. 7,9fach), eine Vorbehandlung mit Dex 
führte zu einer starken Hemmung (1,5 bzw. 1,8fache Induktion im Vergleich zur 
Kontrollgruppe). In den mit ERα transfizierten Zellen fiel die durch E2 hervorgerufene 
Verstärkung der Induktion von COX-2 und IL-6 viel geringer aus als in nicht-trans-
fizierten Zellen. Die mRNA Level von COX-2 lagen in diesen Zellen nur 2,3fach über 
der Kontrollgruppe. Bei IL-6 betrug dieser Wert 4,5. Beide Werte unterschieden sich 
nicht signifikant von den Werten nach Vorbehandlung mit Dex. 
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Abb. 4.41: Vergleich der relativen mRNA Expression von COX-2 (A) und IL-6 (B) in mit ERα 
transfizierten (schwarze Balken) und nicht transfizierten (gemusterte Balken) Caco-2 Zellen nach einer 
dreitägigen Behandlung mit E2 und Dex sowie anschließender IL-1β Stimulation. * = stat. signifikant 
gegen Kontrolle, + = stat. signifikant gegen K+IL-1β, ♦ = stat. signifikant gegen IL-1β+E2 mit P<0,05. 
ANOVA. 
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4.2.1.3.2 Transfektion mit pSG05-hERβ 
Zur Optimierung der Transfektion wurden drei verschiedene Transfektionslösungen 
mit unterschiedlichen Verhältnissen von Transfektionsreagenz und Plasmid-DNA 
(3:1; 3:2; 6:1) eingesetzt. Diese Lösung wurde den Zellen, wie bei der Transfektion 
mit HEGO, gemeinsam mit E2 drei Tage vor Versuchsende zugesetzt. 7 h vor 
Versuchsende wurde mit IL-1β stimuliert.  
Eine transiente Transfektion der Zellen mit ERβ im Verhältnis von 3:1 und 3:2 
hemmte den verstärkenden Effekt von E2 bei der mRNA Expression von COX-2 
(Abb. 4.42 A), konnte die induzierende Wirkung von IL-1β jedoch nicht signifikant 
antagonisieren. Ein Reagenzienverhältnis von 6:1 hatte keinerlei Einfluss auf die IL-
1β induzierte mRNA Expression von COX-2. 
Auch bei der mRNA Expression von IL-6 (Abb. 4.42 B) war nach der Transfektion mit 
ERβ kein stark hemmender Effekt zu beobachten wie nach der Transfektion mit ERα. 
Der induktionsverstärkende Effekt von E2 konnte auch hier bei allen transfizierten 
Versuchsgruppen antagonisiert werden, jedoch lediglich die Transfektion mit dem 
Reagenzienverhältnis von 3:1 führte zu einer leichten, jedoch statistisch nicht signi-
fikanten Hemmung der mRNA Induktion durch IL-1β. 
0
2
4
6
8
10
12
Kontrolle K + IL-1β K + IL-1β
+ E2 
IL-1β + E2
+ 3:1
IL-1β + E2
+ 3:2
IL-1β + E2
+ 6:1
re
la
ti
ve
 m
R
N
A
 E
xp
re
ss
io
n
0
1
2
3
4
5
6
Kontrolle K + IL-1β K + IL-1β +
E2 
IL-1β + E2
+ 3:1
IL-1β + E2
+ 3:2
IL-1β + E2
+ 6:1
re
la
ti
ve
 m
R
N
A
 E
xp
re
ss
io
n
A B
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
re
la
ti
ve
 m
R
N
A
 E
xp
re
ss
io
n
re
la
ti
ve
 m
R
N
A
 E
xp
re
ss
io
n
re
la
ti
ve
 m
R
N
A
 E
xp
re
ss
io
n
re
la
ti
ve
 m
R
N
A
 E
xp
re
ss
io
n
 
Abb. 4.42: Einfluss einer Transfektion mit pSG5hERβ auf die relative mRNA Expression von COX-2 
(A) und IL-6 (B) in Caco-2 Zellen nach einer dreitägigen Behandlung mit E2 und anschließender IL-1β 
Stimulation. 3:1; 3:2 und 6:1 kennzeichnen die unterschiedlichen Verhältnisse von 
Transfektionsreagenz und Plasmid-DNA. * = stat. signifikant gegen Kontrolle mit P<0,05. ANOVA. 
 
Um die Effizienz der transienten Transfektion mit pSG5-hERβ zu kontrollieren, 
wurden HT-29 Zellen mit den drei verwendeten Reagenzverhältnissen transfiziert 
und nach 24 h die relative mRNA Expression von ERβ mittels RealTime RT-PCR 
gemessen. Die Ergebnisse sind Abb. 4.43 zu entnehmen. Die mRNA Expression war 
bei allen transfizierten Ansätzen im Vergleich zu beiden Kontrollansätzen stark 
erhöht, bei denen sich keine Unterschiede zeigten. Die transfizierten Ansätze wiesen 
jedoch untereinander starke Differenzen in der mRNA Expression auf.  
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Abb. 4.43: RealTime RT-PCR Analyse der ERβ mRNA Expression in transfizierten und nicht 
transfizierten HT-29 Zellen 24 h nach transienter Transfektion. 3:1; 3:2 und 6:1 kennzeichnen die 
unterschiedlichen Verhältnisse von Transfektionsreagenz und Plasmid-DNA. 
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5 Diskussion 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Phytoöstrogenen, 
steroidalen ERβ-selektiven Agonisten und Östradiol in unterschiedlichen in vivo und 
in vitro Modellsystemen für CED untersucht und verglichen.  
Die in den Studien erarbeiteten Ergebnisse sowie die zur Erkenntnisgewinnung 
herangezogenen Modelle sollen an dieser Stelle interpretiert und evaluiert werden.  
5.1 Diskussion der in vivo Untersuchungen 
5.1.1 HLA-B27 
5.1.1.1 Diskussion des Modells 
Bei dem HLA-B27 Modell handelt es sich um eine aus Fischer F344 Ratten 
hervorgegangene transgene Ratte, die HLA-B27 und humanes β2-Microglobulin 
(hβ2m) exprimiert und eine spontane Spondylarthropie entwickelt, die multiple 
Organsysteme betrifft (Hammer et al. 1990). Das Modell lässt sich zur Untersuchung 
von CED, Psoriasis Vulgaris, Arthritis und genitaler Inflammation heranziehen 
(Taconic Transgenics – Herstellerinformationen). 
Bei HLA-B27 handelt es sich um ein Klasse 1 MHC-Molekül, das mit verschiedenen 
inflammatorischen Erkrankungen in enger Verbindung steht, die zum rheumatischen 
Formenkreis zu zählen sind. Es kommt zu einer Th-1-mediierten Autoimmunantwort 
(Harris et al. 2003). Obwohl die Rolle von B27 unklar ist, korreliert dessen Ex-
pressionsrate positiv mit der Prädisposition der HLA-B27 Ratte für die Ausprägung 
der unterschiedlichen Erkrankungsformen (Taurog et al. 1993).  
Der Befall der verschiedenen Organsysteme des Tiermodells erfolgt typischerweise 
zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Ab ca. fünf Wochen nach Geburt tritt bei den 
Tieren zunächst Durchfall, ein Zeichen für Entzündungen des Gastrointestinaltraktes, 
auf, an dem nach 15-20 Wochen alle Tiere erkranken. Es folgen ab der zehnten 
Woche Arthritis und Genitalläsionen sowie schließlich Läsionen der Haut und der 
Krallen. Eine volle Ausprägung der Symptome bei allen Tieren zeigt sich etwa in der 
20. Lebenswoche. 
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Abb. 5.1: Auftreten der Symptome in HLA-B27 Ratten. Nach: Hammer et al. 1990 
 
Die Inflammation des Gastrointestinaltrakts und der begleitende Durchfall reprä-
sentieren bei diesem Modell einen chronischen Verlauf. Dabei sind Läsionen über 
den gesamten Gastrointestinaltrakt verteilt. Die Inflammation betrifft in erster Linie die 
Mukosa, insbesondere die Lamina propria (Kerr et al. 1999). Damit ähnelt sie der 
Colitis Ulcerosa, die ebenfalls nur die Oberfläche des Kolons betrifft. Der Befall des 
gesamten Gastrointestinaltrakts hingegen ähnelt eher der Lokalisierung von Morbus 
Crohn, der nicht auf das Kolon beschränkt ist. 
 
Das HLA-B27 Modell wurde bereits bei verschiedenen Studien zur Evaluierung von 
Östrogenen und ER-subtypspezifischen Liganden erfolgreich eingesetzt (Harris et al. 
2003, Harnish et al. 2004, Chadwick et al. 2005). In diesen Studien konnte nachge-
wiesen werden, dass Östrogene, ERβ-Agonisten und signalwegspezifische ER-
Liganden positive Effekte auf die Ausprägung der Kolitis hatten und die Symptome 
teilweise vollständig aufheben konnten. Aus diesem Grund wurde die transgene 
HLA-B27 Ratte auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit als CED-Modell verwendet. 
 
Das Modell erwies sich bei der Durchführung der Studien im Rahmen der vor-
liegenden Dissertation jedoch als problematisch. Trotz des Alters von 18-20 Wochen 
zeigten die Ratten nur geringe phänotypische Anzeichen einer Kolitis. So konnte bei 
keinem der Tiere der in der Literatur beschriebene wässrige Kot festgestellt werden. 
Der Kot wies zwar mit durchschnittlich 60-70% im Vergleich zu den intakten Fischer 
F344 Ratten (ca. 40%) einen signifikant erhöhten relativen Wasseranteil auf (s. Abb. 
4.1), war in seiner Konsistenz jedoch lediglich weich.  
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Die genaue Ursache hierfür konnte nicht festgestellt werden, es bieten sich jedoch 
unterschiedliche Szenarien an, die der unvollständigen Symptomausprägung 
zugrunde liegen könnten: 
1. Die von der Firma Taconic erworbenen Tiere könnten eine verringerte Produktion 
von B27 und/oder hβ2m aufgewiesen haben, was zu einer verringerten Anfälligkeit 
für die inflammatorische Erkrankung und damit schwachen phänotypischen Merk-
malen führte. 
2. Die Tiere waren zum Zeitpunkt der Untersuchung nicht alt genug. Eine längere 
Wartezeit hätte möglicherweise eine Verstärkung der Symptome bewirken können. 
3. Ungünstige Umweltfaktoren behinderten die vollständige Ausprägung der Symp-
tome. In Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Ausbruch und Progression 
der chronischen Darmentzündung von der Zusammensetzung der mikrobiellen 
Mikroflora des Darms abhängig sind. So wiesen HLA-B27 Ratten, die unter keim-
freien Bedingungen gehalten wurden, keine Entzündungen des Intestinums auf 
(Taurog et al. 1994), während Tiere, die mit definierten Bakterienkulturen (insbe-
sondere Bacteroides spec.) beimpft wurden, eine deutliche Ausprägung der Symp-
tome aufwiesen (Rath et al. 1996). Die in dieser Arbeit verwendeten Tiere wurden 
zum Zeitpunkt der Untersuchung nicht mehr in einer keimfreien Umgebung gehalten. 
Dies war vermutlich aber im Zuchtbetrieb der Fall, sodass es zu einer für unsere 
Untersuchung suboptimalen Zusammensetzung der mikrobiellen Darmflora aufgrund 
einer fehlenden bakteriellen Besiedlung kam.  
 
Eine weitere Problematik der Studie stellte die interindividuelle Variabilität der 
Phänotypausprägung dar. Innerhalb der verschiedenen Versuchsgruppen schwankte 
die Ausprägung der Symptome teilweise sehr stark, was den statistischen Vergleich 
der Gruppen untereinander erschwerte. Besonders deutlich wurde dies bei der histo-
logischen Analyse des Kolons (s. Abb. 4.5). So wiesen einzelne Tiere der mit 8β-VE2 
behandelten Gruppe nur geringe pathologische Veränderungen auf, während andere 
Tiere eine extreme Schädigung der Mukosa ausbildeten.  
Die Ursache hierfür könnte in der allgemein verringerten Symptomausprägung liegen 
und hätte durch das Arbeiten mit Tieren, die eine vollständige Ausprägung auf-
wiesen, vermieden werden können. Auch eine Untersuchung mit einer größeren 
Anzahl von Tieren pro Gruppe könnte diese Problematik reduzieren. 
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Die hier beschriebenen Probleme des HLA-B27 Modells schränken die Aussagekraft 
der Untersuchungsergebnisse ein. Eine Diskussion der Ergebnisse ist dennoch sinn-
voll, da die HLA-B27 Tiere im Vergleich zu den Fischer F344 Kontrolltieren eine Er-
höhung aller inflammatorischer Parameter aufwiesen und damit der Einfluss der 
untersuchten Testsubstanzen auf diese Parameter quantifiziert werden kann. 
5.1.1.2 Diskussion der Ergebnisse 
5.1.1.2.1 Untersuchung der Stuhlkonsistenz 
Da die HLA-B27 Tiere keine vollständige Diarrhö entwickelten, konnte der in anderen 
Studien (Harris et al. 2003, Harnish et al. 2004) verwendete Stuhlindex hier nicht 
verwendet werden. Stattdessen wurde der relative Wasseranteil des Kots der Tiere 
morgens und abends bestimmt. Wie aus Tab. 4.1 ersichtlich, lag der durch-
schnittliche Wasseranteil während des Versuchs bei den HLA-Tieren signifikant über 
dem der Fischer F344 Tiere, die als Intaktkontrolle dienten. Über den Versuchs-
verlauf betrachtet (s. Abb. 4.1) änderte sich der Wasseranteil innerhalb der 
Versuchsgruppen nicht wesentlich. Es erfolgte keine Annäherung an den Kurven-
verlauf der F344 Gruppe, was darauf hindeutet, dass keine der verabreichten Test-
substanzen zu einer Linderung dieses inflammatorischen Parameters beitrug. Dies 
steht im Widerspruch zu den mit diesem Modell veröffentlichten Ergebnissen von 
Chadwick (2005), Harnish (2004) und Harris (2003), die in ihren Experimenten eine 
Verbesserung des Stuhlindexes bis auf das Niveau der F344 Tiere erreichten. Die 
Behandlungsdauer in diesen Studien betrug lediglich zwischen fünf und zehn Tagen, 
jedoch wurde bereits nach drei Tagen die vollständige Linderung erreicht. Dieser 
Effekt schien ERβ-vermittelt zu sein, da eine Ko-Behandlung mit ICI 182780 zur voll-
ständigen Aufhebung der Wirkung von Östradiol und des ERβ-spezifischen Ago-
nisten führte. 
Zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen der HLA-Tiere bestand zudem nur 
ein signifikanter Unterschied zwischen den Tieren, die mit Genistein behandelt 
wurden und den höchsten Wasseranteil aufwiesen sowie jenen, die 8β-VE2 er-
hielten. 
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5.1.1.2.2 Einflüsse auf Körpergewicht und Kolongewicht 
Während des Versuchs wurde täglich das Körpergewicht der Tiere bestimmt. Mit 
Ausnahme der mit E2 behandelten Tiere nahm das Gewicht bei allen anderen 
Gruppen, auch bei der F344 Gruppe, im Versuchsverlauf ab. Dies kann damit zu-
sammen hängen, dass die Tiere während des Versuchsablaufs auf Gitterböden 
gehalten wurden, um den Kot absammeln zu können. Der ungewohnte Untergrund 
könnte das Wohlbefinden der Tiere beeinträchtigt und zu einer geringeren Futter-
aufnahme geführt haben.  
Den weitaus größten Gewichtsverlust verzeichneten die mit Gen behandelten Tiere, 
die durchschnittlich 13% ihres Körpergewichts verloren. Dieser Verlust war signifikant 
höher als bei den intakten F344 Tieren. Da in dieser Gruppe auch der relative Was-
seranteil im Kot am höchsten war, könnte der Gewichtsverlust auf diesen Wasser-
verlust zurückzuführen sein. 
 
Das relative Kolongewicht ist ein geeigneter Parameter zur Bestimmung des Grades 
der Entzündung des Darms (Kerr et al. 1999). Durch Einlagerung von Wasser und 
Infiltration mononukleärer Zellen kommt es zur Verdickung des Kolons und damit zu 
einer Zunahme des relativen Kolongewichts. 
In der vorliegenden Studie war das relative Kolongewicht bei allen HLA-Tieren im 
Vergleich zu den F344 Tieren erhöht. Diese Erhöhung erreicht jedoch bei den HLA-
Kontrolltieren kein statistisches Signifikanzniveau. Das höchste relative Kolongewicht 
wiesen die mit Gen behandelten Tiere auf. 
Das durch die Analyse des relativen Kolongewichts ermittelte Bild wurde durch die 
Bestimmung der Leukozytenzahl im Blut bestätigt. Auch hier wiesen alle HLA-B27 
Tiere im Vergleich zu den F344 Tieren erhöhte Werte auf, von denen wiederum bei 
den Tieren der Gen 10 Gruppe die höchsten Werte zu verzeichnen waren. 
 
Die Betrachtung der morphologisch erhobenen Daten und der Stuhlkonsistenz legen 
den Schluss nahe, dass alle HLA-B27 Ratten eine Inflammation des Kolons auf-
wiesen und dass die Inflammation bei den mit Gen behandelten Tieren am stärksten 
ausgeprägt war. 
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5.1.1.2.3 Histologische Befunde 
Auch die histologische Untersuchung des Kolons verdeutlicht, dass die HLA-B27 
Ratten eine Kolitis entwickelt hatten. Die Mukosa und insbesondere die Lamina pro-
pria wiesen bei allen transgenen Tieren im Vergleich zu den F344 Ratten deutliche 
Veränderungen auf, die von einer starken Verdickung der Mukosaschicht und Infil-
trationen mononukleärer Zellen geprägt waren, worauf die dunkle Färbung der 
Schicht hinweist. Überdies zeigten sich bei den HLA-Tieren strukturelle Verän-
derungen in Form einer Zerstörung der Integrität des Gewebes. Diese Veränder-
ungen erreichten bei den Tieren der mit 8β-VE2 behandelten Gruppen die größte 
Intensität, jedoch wies diese Gruppe bei einigen Tieren auch sehr schwache 
Ausprägungen auf (s. Abb. 4.5). Ein positiver Effekt der Behandlung mit den ERβ-
selektiven Substanzen 8β-VE2 und Gen auf die histologische Ausprägung der Kolitis 
konnte also nicht nachgewiesen werden. Lediglich die geringere Ausprägung der In-
flammation bei den mit E2 behandelten Tieren lieferte hier Hinweise auf protektive 
Wirkungen von Östrogenen. 
5.1.1.2.4 mRNA und Proteinexpression von COX-2 und PCNA 
Im Rahmen der Studie wurden neben morphologischen und histologischen Daten 
zusätzlich inflammatorische Marker auf molekularer Ebene analysiert, um das Aus-
maß der Erkrankung und mögliche Wirkungen der Substanzen abschätzen zu 
können. Wie bei den morphologisch-histologischen Parametern wiesen die HLA 
Tiere im Vergleich zu den intakten F344 Tieren eindeutige Veränderungen auf. So 
konnte eine erhöhte Expression des Inflammationsmarkers COX-2 sowohl auf 
mRNA- als auch auf Proteinebene nachgewiesen werden (s. Abb. 4.6 A und Abb. 4.7 
A), die sich behandlungsgruppenspezifisch unterschied. Auch in diesem Falle 
zeigten sich die stärksten Ausprägungen bei den Tieren mit ERβ-selektiver Behand-
lung, wobei die Gen-Gruppe sowohl im Falle der Proteinexpression als auch der 
mRNA Expression höhere Werte aufwies als die HLA-Kontroll-Gruppe. 
Weiterhin war die Expression des Proliferationsmarkers PCNA bei den HLA-Tieren 
signifikant erhöht. Dies überrascht nicht, da chronische Inflammation im Darm oft der 
Bildung von Tumoren vorangeht (s. Kap. 2.6.1). Vor allem bei Morbus Crohn und 
Colitis Ulcerosa sind Kolorektal-Karzinome eine häufige Spätkomplikation. Auch 
bezüglich PCNA wurde kein protektiver proliferationsmindernder Effekt nach 
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Behandlung mit den ERβ-selektiven Substanzen festgestellt (s. Abb. 4.6 B und Abb. 
4.7 B). Lediglich die Behandlung mit E2 zeigte einen hemmenden Effekt auf mRNA 
Ebene. Auf Proteinebene gab es zwischen den HLA-Gruppen keine gruppen-
spezifischen Unterschiede.  
5.1.1.3 Fazit des HLA-B27 Versuchs 
Trotz der in Kap. 5.1.1.1 beschriebenen Problematik des HLA-B27 Modells lassen 
die damit erhobenen Ergebnisse verschiedene Rückschlüsse auf die Wirkung der 
untersuchten Testsubstanzen auf CED zu, da die gemessenen Inflammations-
parameter bei den HLA-Tieren im Vergleich zu den intakten Fischer F344 Ratten 
signifikant erhöht waren. 
Die erhobenen Daten stehen jedoch teilweise im Widerspruch zu publizierten 
Befunden. So konnte bei keinem der untersuchten Parameter ein antiin-
flammatorischer Effekt durch die ERβ-selektiven Substanzen 8β-VE2 und Genistein 
beobachtet werden, wie sie von Harnish et al. (2003), Harris et al. (2004), Chadwick 
et al. (2005) und Verdrengh et al. (2002) beschrieben wurden. Die Ausprägung der 
Symptome wurde durch die Substanzen zum Teil sogar verstärkt. 
Eine Behandlung mit den Testsubstanzen wies auch keine antiproliferative Wirkung 
im Darm auf, obwohl in vitro und in vivo Studien eine solche Wirkung von ER-Ago-
nisten und im Speziellen auch von Genistein in der Literatur beschreiben (Wada-
Hiraike et al. 2006b, Martineti et al. 2005, Chen & Donovan 2004, Chen et al. 2005, 
Kuntz et al. 1999).  
Lediglich die mit E2 behandelten Tiere zeigten eine schwächere Ausprägung einiger 
inflammatorischer Parameter. Doch ist die Aussagekraft dieser Daten aufgrund der 
geringen Anzahl der Tiere dieser Behandlungsgruppe (n=2) eher gering. 
Damit stehen die hier im HLA-B27 Modell erhobenen Daten im Gegensatz zu den 
bisher veröffentlichten Befunden. Ursache hierfür könnten, wie eingangs diskutiert, 
die schwache Ausprägung der inflammatorischen Parameter und die damit verbun-
dene interindividuelle Variabilität sein. Aber auch der Applikationspfad könnte hier 
Einfluss genommen haben: In den oben zitierten Studien wurden die Testsubstanzen 
oral verabreicht, in der hier durchgeführten Studie erfolgte die Applikation subkutan. 
Bei oraler Verabreichung könnten die nicht resorbierten Anteile der Substanzen mög-
licherweise lokal mit der Mukosa in Kontakt treten. Ferner könnten sie bei oraler und 
subkutaner Verabreichung in unterschiedlichem Ausmaß verstoffwechselt worden 
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sein. Aus den hier genannten Gründen wurden daher weitere Studien mit einem 
alternativen Nagermodell, dem Modell der TNBS-induzierten Kolitis, durchgeführt. 
5.1.2 In vivo Modell der TNBS-induzierten Kolitis 
5.1.2.1 Diskussion des Modells 
Der Vorteil dieses Modells gegenüber der transgenen HLA-B27 Ratte liegt in den 
geringeren Kosten und der Unabhängigkeit von weiteren Variablen (vgl. S. 115). 
Durch die rektale Verabreichung von TNBS kann zu jedem Zeitpunkt ein inflam-
matorischer Reiz gesetzt werden, der zudem durch die Dosierung in seiner Ausprä-
gung variiert werden kann. 
TNBS ist ein Hapten, das bei Koppelung an endogene Stoffe mit hohem Moleku-
largewicht wie bspw. Gewebeproteine eine Immunantwort hervorruft (Little & Eisen 
1966, Fidler 1985). 
Das Modell wurde von Morris et al. (1989) entwickelt. In seiner Arbeit stellte das 
Team um Morris fest, dass die rektale Administration einer Kombination aus TNBS 
und Ethanol in der Entwicklung einer schweren transmuralen und granulomatösen 
Inflammation des distalen Kolons resultierte. Die Ulzerationen des Kolons persis-
tierten über einen Zeitraum von mindestens acht Wochen, sodass mit diesem Modell 
Studien im akuten sowie chronischen Ausprägungsgrad durchführbar sind.  
Zur Auswahl dieses Modells trug zudem bei, dass mit ihm bereits Untersuchungen 
mit einigen Östrogenen, Flavonoiden und weiteren sekundären Pflanzeninhalts-
stoffen durchgeführt worden sind (Sadowska-Krowicka et al. 1998, Houdeau et al. 
2004, Kim et al. 2005, Rodríguez-Cabezas et al. 2002, Jian et al. 2005, Martín et al. 
2006). 
Zudem erschien es zur Evaluierung des lebenslangen Einflusses einer phytoös-
trogenreichen Ernährung auf inflammatorische Parameter einer Kolitis geeignet. 
 
Die Durchführung der Verabreichung war technisch zunächst anspruchsvoll, da das 
TNBS mittels einer ca. 30 cm langen Sonde etwa 7-8 cm proximal des Anus 
appliziert werden musste. Eine besondere Schwierigkeit stellte hierbei der im Darm 
befindliche Kot dar, der trotz einer vorangegangen 24-stündigen Fastenzeit noch vor-
handen war. Hierdurch wurde das Einführen der Sonde behindert und der Kot im 
Darm nach proximal geschoben. Durch die so entstandene Spannung kam es nach 
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Entfernen der Sonde zur Ausscheidung von Kot, wobei gleichzeitig ein Teil der zuvor 
verabreichten Menge an TNBS austrat. Um ein Ausfließen der TNBS/Ethanollösung 
zu verhindern und die TNBS-Konzentration am Applikationsort hoch zu halten, wurde 
ein Applikationsvolumen von ca. 100 µl je Tier gewählt (Houdeau 2004). Anschlie-
ßend wurden die Tiere außerdem zwei Minuten in einer Kopf-über-Position gehalten.  
Eine exakte Applikation dieses geringen Volumens war wegen des Totvolumens der 
Sonde und der Bedienung der Spritze zum Teil schwierig. Zwar könnte das Applika-
tionsvolumen erhöht werden, in der Literatur wurden Applikationen bis zu einem 
Volumen von 2 ml beschrieben (Jian et al. 2005), doch sind die schon genannten 
Komplikationen einzubeziehen. Eine sinnvolle Kompromisslösung könnte hierbei ein 
Volumen von 250-300 µl je Tier darstellen, was auch in der Mehrheit der gesichteten 
Literatur beschrieben wird (Morris et al. 1989, Triantafillidis et al. 2005, Song et al. 
2005, Kim et al. 2005, Rodríguez-Cabezas et al. 2002, Martín et al. 2006). 
Die Induktion der Entzündung verlief zumeist unproblematisch. Um äußere Verletz-
ungen der Haut, besonders der exponierten Skroten, zu minimieren, wurde das Haut-
gewebe um den Anus herum mit Vaseline behandelt. Die Tiere befanden sich dabei 
in tiefer Narkose und wurden nach dem Eingriff regelmäßig beobachtet um Kompli-
kationen feststellen zu können. 
 
Auch bei dieser Methode kam es zu Schwankungen in der interindividuellen Aus-
prägung der Inflammation, wie besonders den Gewichtsentwicklungen der Tiere (s. 
Abb. 4.8; Abb. 4.12; Abb. 4.21 B; Abb. 4.27 A) zu entnehmen ist. Dies ist mit großer 
Wahrscheinlichkeit auf die o.g. Probleme bei der Applikation zurückzuführen. 
 
Im Gegensatz zum HLA-B27 Modell betraf die Entzündung im TNBS-Modell nicht nur 
die mukosale Gewebeschicht, sondern erstreckte sich transmural, sodass auch die 
Submukosa von der Entzündung und der damit einhergehenden Gewebezerstörung 
betroffen war. Bei rektaler Applikation kam es zur Entstehung einzelner nekrotischer 
Ulzerationen (s. Abb. 4.15 C und E), die von gesundem Gewebe umgeben waren. In 
dieser Hinsicht entspricht das Symptombild eher Morbus Crohn, obgleich die 
Entzündung lokal auf das Kolon begrenzt war. Wie bei dem HLA-B27 Modell kam es 
zu einer starken Verdickung des Kolongewebes und damit einhergehender relativer 
Gewichtszunahme des Kolons (s. Abb. 4.9 und Abb. 4.15) sowie zur Infiltration 
mononukleärer Zellen (s. Abb. 4.15 C-F). 
Diskussion 119 
 
Ein spezielles Problem stellte die Dosierung von TNBS für die unterschiedlichen 
Versuche dar. Morris et al. (1989) berichten von einer signifikanten Entwicklung von 
Inflammationsparametern ab einer Dosis von 10 mg je Tier, was 35-40 mg/kg KG 
bedeutet. Bei einer Dosis von 30 mg je Tier (105-120 mg/kg KG) waren die 
gemessenen Parameter auch nach acht Wochen noch signifikant im Vergleich zur 
Kontrollgruppe erhöht. Die in dieser Studie verwendeten Tiere waren weiblich. 
Houdeau et al. (2005) verwendeten ebenfalls weibliche Tiere, die mit einer Dosis von 
40 mg/kg KG behandelt wurden. Diese Menge bewirkte bei etwa 50% der Tiere nur 
eine schwache Ausprägung der Symptome, sodass diese Arbeitsgruppe bei weib-
lichen Tieren eine höhere Dosis von 80 mg/kg KG und bei männlichen Tieren von 40 
mg/kg KG empfiehlt. Diese Diskrepanz könnte auf die protektive Wirkung von endo-
genen Östrogenen zurückzuführen sein (Harnish et al. 2004).  
Zur Ermittlung der endgültigen Dosierung von TNBS in den im Rahmen dieser Arbeit 
durchgeführten Studien wurde zunächst ein Vorversuch durchgeführt. 
5.1.2.2 Diskussion der Ergebnisse 
5.1.2.2.1 Vorversuch zur Bestimmung einer geeigneten TNBS-Dosis 
Um das Leiden der Versuchstiere möglichst gering zu halten wurden zwei 
unterschiedliche TNBS-Dosierungen auf ihre Wirkung in einem dreitägigen Experi-
ment untersucht. Die höhere der beiden Dosen entsprach der von Houdeau (2005) 
bei männlichen Ratten empfohlenen Dosierung von 40 mg/kg KG, die niedrige Dosis 
lag bei 20 mg/kg KG.  
 
Mit beiden Dosierungen konnten signifikante Steigerungen der untersuchten 
Inflammationsparameter erreicht werden. Bei den mit TNBS behandelten Tieren war 
über den Zeitraum von drei Tagen nach Applikation kein Zuwachs des Körperge-
wichts zu verzeichnen. Das relative Kolongewicht und die Anzahl an Leukozyten im 
Blut waren hingegen deutlich erhöht, wobei die höhere Dosis keinen weiteren An-
stieg im Vergleich zur niedrigen Dosis bewirkte.  
Auch auf molekularer Ebene waren inflammatorische Reaktionen messbar: So stieg 
die COX-2 mRNA Expression nach der Applikation von TNBS dosisabhängig stark 
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an. Die mRNA Expression von PCNA wurde durch die TNBS-Applikation hingegen 
nur leicht stimuliert. Dieser Effekt war zudem satistisch nicht signifikant. 
 
Aufgrund der Beobachtung, dass eine TNBS-Dosis von 40 mg/kg KG keine weitere 
Erhöhung der inflammatorischen Reaktionen bei den meisten Parametern im Ver-
gleich zur niedrigeren Dosis bewirkte, wurde für das Folgeexperiment eine TNBS-
Dosis von 20 mg/kg KG gewählt. 
 
5.1.2.2.2 Untersuchung des Einflusses einer lebenslangen phytoöstrogen-
reichen Ernährung auf die akute Ausprägung inflammatorischer 
Parameter (C2) 
Die Inzidenzraten von CED in Ostasien sind niedrig (Yang et al. 2001, Loftus 2004). 
Zugleich werden dort lebenslang hohe Mengen von Phytoöstrogenen mit der 
Nahrung aufgenommen (Arai et al. 2000, Nagata et al. 1998), weshalb hier ein 
kausaler Zusammenhang bestehen könnte. Daher sollte im TNBS-Modell untersucht 
werden, ob sich eine lebenslange PRD positiv auf die akute Ausprägung einer Kolitis 
auswirkt. Hierzu wurden Tiere aus einem Zuchtversuch verwendet, die teilweise 
bereits einer PRD in utero und postnatal ausgesetzt waren. Insgesamt wurden drei 
Versuchsgruppen untersucht, wobei zum Vergleich mit PAD ernährte Tiere sowohl 
zur Intakt- als auch zur TNBS-Kontroll-Gruppe herangezogen wurden. Die Wistar-
Ratten wurden im Alter von elf Wochen eingesetzt, um eine ausreichend lange 
Phytoöstrogen-Exposition bereits vor der Pubertät sicher zu stellen. 
Nach dem TNBS-Reiz kam es weder bei PAD noch PRD zu einem weiteren 
Zuwachs des Körpergewichts (s. Abb. 4.12); trotz starker interindividueller 
Schwankungen lag die Körpergewichtszunahme bei der PRD-Gruppe signifikant 
unter der intakter Kontrollen. 
Bei einer Gesamtbetrachtung der Ergebnisse fällt auf, dass die gemessenen Inflam-
mationsparameter bei den Tieren der mit PRD ernährten Gruppe stärker ausgeprägt 
sind. So wiesen die TNBS/PRD Tiere ein signifikant höheres relatives Kolongewicht 
(s. Abb. 4.13) auf als die Tiere der TNBS/PAD Gruppe. Auch die gemessene MPO-
Aktivität war deutlich erhöht (s. Abb. 4.17), was auf eine stärkere Infiltration durch 
neutrophile Granulozyten im Darmgewebe der TNBS/PRD Tiere hindeutet.  
Dieser Befund wurde zugleich durch eine höhere Anzahl an im Blut zirkulierenden 
Leukozyten erhärtet (s. Abb. 4.16). 
Diskussion 121 
Die histologische Betrachtung des Kolongewebes lässt eine Unterscheidung der 
Inflammationsausprägung zwischen den beiden mit TNBS behandelten Gruppen 
nicht zu. Hier sind jedoch deutlich die durch TNBS hervorgerufenen Ulzerationen so-
wie die massive zelluläre Infiltration in Mukosa und Submukosa zu erkennen (s. Abb. 
4.15 C-F). Aufgrund dieser starken Parameterausprägung in beiden Gruppen war auf 
histologischer Ebene keine objektive Unterscheidung zwischen TNBS/PAD und 
TNBS/PRD möglich. Hinzu kommt, dass diese Art der Auswertung nur einen 
punktuellen Zustand des Kolongewebes zulässt. 
Auch die molekulare Analyse zeigte starke Unterschiede zwischen Kontrollen und 
den beiden TNBS-Gruppen auf: So war die COX-2 mRNA Expression bei beiden 
TNBS-Gruppen im Vergleich zur Intaktgruppe massiv erhöht, die Induktion bei den 
Tieren der TNBS/PRD-Gruppe jedoch signifikant schwächer als bei der TNBS/PAD-
Gruppe. Weist man nun COX-2 die Rolle eines molekularen Inflammationsmarkers 
zu (s.u.), so ist dieses Ergebnis schwierig zu interpretieren. 
Wallace (2006a/b) misst COX-2 eine wichtige Rolle beim Erhalt der Integrität der 
Mukosa sowie bei der Bewältigung der Entzündungsreaktion im Falle einer Kolitis 
bei. Daher könnte eine Repression von COX-2 in der akuten Entzündungsphase 
durch PRD zu einer verminderten Protektion und einer stärker gestörten Mukosa-
integrität geführt haben, was sich letztendlich in einer verstärkten akuten Inflam-
mation manifestierte. Dieser Effekt konnte jedoch nicht auf Proteinebene bestätigt 
werden (s. Abb. 4.19). Hier könnten posttranskriptionelle und posttranslationale 
Effekte der Regulation von COX-2 eine Rolle spielen (Doller et al. 2007, Kang et al. 
2007, Eisinger et al. 2007, Hertrampf et al. 2005, Dixon et al. 2001, Parfenova et al. 
1998). Vor diesem Hintergrund ist die Sichtweise von COX-2 als reinem Inflam-
mationsindikator in Frage zu stellen, zumal das Ausmaß einer COX-2 Expression 
kein Korrelat für das Ausmaß einer akuten Inflammation darstellen muss. 
 
Die Expression von PCNA wurde durch die TNBS-Applikation nur schwach und 
statistisch nicht signifikant stimuliert. Weitere Untersuchungen zum Einfluss einer 
PAD bzw. PRD auf die Proliferation des Darmgewebes und damit der Vorbeugung 
einer entzündungsbasierten Karzinomsentwicklung waren somit im Rahmen dieser 
Studie nicht möglich. 
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Eine Betrachtung des Gesamt-Proteinexpressionsmusters mithilfe eines Silver Stains 
(s. Abb. 4.20) zeigte interessante Ergebnisse. Die Applikation von TNBS wirkte sich 
auf ein breites Spektrum an Proteinen aus: Es konnte sowohl die Stimulation als 
auch Repression von Proteinen beobachtet werden. Besonders auffällig war die ver-
stärkte Ausprägung zweier Proteinbanden mit einer Größe von etwa 14 kDa. Zudem 
wurde ein Protein von 6-8 kDa erst nach einer Behandlung mit TNBS exprimiert; bei 
der Intaktgruppe konnte es nicht beobachtet werden. In allen diesen Fällen war die 
Intensität der Banden bei den mit PRD ernährten Tieren stärker als bei den mit PAD 
ernährten Tieren. 
Die entgegengesetzte Tendenz konnte bei den durch die TNBS-Applikation in ihrer 
Expression verminderten Proteinen festgestellt werden. Hierbei ist besonders das 
Spektrum zwischen 17 und 30 kDa zu erwähnen, in dem alle Proteine durch TNBS 
reprimiert wurden. In den meisten Fällen wurde die Expression durch die Gabe von 
PRD weiter abgeschwächt.  
Die Identität der einzelnen regulierten Proteine ist nicht bekannt, jedoch könnte sich 
durch dieses Ausprägungsmuster eine Reihe aussagekräftiger Endpunkte für zu-
künftige Analysen ergeben. Hierbei sind besonders die stark regulierten, ca. 14 kDa 
großen Proteine zu beachten. 
 
Bezüglich der Durchführung des Experiments (C2) ist zu bemerken, dass die Ausprä-
gung der Inflammationsparameter schwächer war als im Vorversuch (C1). In den 
folgenden Experimenten (C3 und C4) wurde dann die von Houdeau (2005) empfohl-
ene TNBS-Dosis von 40 mg/kg KG eingesetzt. 
 
Die auf epidemiologische Daten gestützte Hypothese, dass eine lebenslange 
Exposition gegenüber von Phytoöstrogenen in der Ernährung für die niedrige 
Inzidenz von CED in ostasiatischen Ländern verantwortlich ist, konnte in dieser tier-
experimentellen Studie nicht bestätigt werden. Eine lebenslange phytoöstrogenreiche 
Ernährung scheint bei Ratten das Ausmaß einer Kolitis sogar zu verstärken. 
Zumindest kann dies für die akute Ausprägung der TNBS-induzierten Inflammation 
angenommen werden. Ob dies auch für den chronischen Verlauf gilt, war in dieser 
Studie nicht zu klären, da sie nur einen Versuchszeitraum von drei Tagen, also die 
akute Phase, untersuchte. Hier wäre die Durchführung einer weiteren Studie sinnvoll, 
Diskussion 123 
in der der Zeitraum zwischen TNBS-Stimulation und Parameterbestimmung einen 
längeren Zeitraum, z.B. 14 Tage, umfasst. 
Auch konnte im vorliegenden Experiment nicht auf die Wirkung einzelner Phyto-
östrogene wie bspw. Gen geschlossen werden. Hierzu könnten Versuche mit Diäten 
durchgeführt werden, die mit einzelnen Phytoöstrogenen angereichert sind. 
 
Die Ergebnisse des Ernährungsversuchs weisen aber einige Parallelen zur Studie 
mit den HLA-B27 Ratten auf. Auch dort kam es nach der Behandlung mit Gen zur 
stärksten Symptomausprägung. 
5.1.2.2.3 Untersuchung zum Einfluss subkutan applizierter östrogener Sub-
stanzen auf die akute Ausprägung inflammatorischer Parameter (C3) 
Wegen der bereits angesprochenen Probleme im Versuch mit den HLA-B27 
transgenen Ratten ergab sich die Notwendigkeit weiterer Experimente zur Wirkung 
östrogener Substanzen auf Entzündungsprozesse im Darm. Daher wurde eine 
Studie durchgeführt, um den Einfluss von subkutan appliziertem E2, 8β-VE2 und 
Gen auf die akute Inflammationsausprägung im TNBS-Modell zu untersuchen. 
Aufgrund der geringeren Inflammationsausprägung im Versuch C2 wurde bei der 
Applikation von TNBS eine Dosis von 40 mg/kg KG eingesetzt. 
Da in diesem Versuch die Tiere vor dem Entzündungsstimulus neun Tage lang mit 
den Substanzen behandelt wurden, wurde die Entwicklung des Körpergewichts als 
Indikator für die Wirksamkeit der verabreichten Substanzen analysiert. 
Mit E2 behandelte Tiere verzeichneten den geringsten Zuwachs an Körpergewicht, 
während Tiere, die mit 8β-VE2 behandelt wurden, nur geringfügig kleinere Zuwachs-
raten verzeichneten als die Kontrolltiere. Diese Beobachtung bei männlichen, nicht 
orchiektomierten Tieren erinnert an die Befunde bei ovariektomierten weiblichen 
Ratten, bei denen ebenfalls eine Behandlung mit E2 zur Hemmung der Gewichts-
zunahme führte, nicht jedoch eine Behandlung mit 8β-VE2 oder Gen (Wallen et al. 
2001, Roesch 2006, Hertrampf et al. 2007). 
 
Die Applikation der höheren TNBS-Dosis wirkte sich massiv auf verschiedene 
Parameter aus: So nahmen die KG aller mit TNBS stimulierten Tiere über den 
Zeitraum von drei Tagen ab (s. Abb. 4.21 B), während die Intakttiere zunahmen. Dies 
ist zum einen auf den Futterkonsum zurückzuführen, der bei den TNBS-stimulierten 
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Tieren über 50% niedriger war als bei den Tieren der Intaktgruppe (s. Abb. 4.23). 
Zum anderen spielt hierbei auch der Wasserverlust über den Kot eine Rolle.  
Auch das relative Kolongewicht (s. Abb. 4.22) war bei den TNBS-Tieren über 100% 
im Vergleich zu den Intakttieren erhöht und deutete damit auf starke Entzündungs-
reaktionen im Kolongewebe mit massiver zellulärer Infiltration hin. Allerdings bewirkte 
die Behandlung mit keiner der östrogen wirksamen Substanzen eine deutliche 
Modulation der morphologischen Inflammationsparameter. 
Dies betraf teilweise auch die Messung der MPO-Aktivität im Kolongewebe (s. Abb. 
4.24). Zwar stieg diese bei allen TNBS-Gruppen stark an, jedoch konnten weder E2 
noch 8β-VE2 eine Modulation der MPO-Aktivität bewirken. Einen signifikanten Effekt 
zeigte die Behandlung mit Gen, die zu einer weiteren Erhöhung der MPO-Aktivität 
gegenüber den restlichen TNBS-stimulierten Tieren führte und damit die im HLA-B27 
Versuch ermittelte entzündungsverstärkende Wirkung zumindest in der akuten 
Phase bestätigen konnte. 
Dies war aber nicht bei der Analyse der molekularen Parameter feststellbar. So 
führte die TNBS-Stimulation zwar zu einer starken Induktion der COX-2 mRNA Ex-
pression (s. Abb. 4.25 A); dagegen konnten nach den Behandlungen mit den 
Testsubstanzen keine signifikanten Unterschiede zur Intaktgruppe festgestellt 
werden. Nur zwischen der E2- und 8β-VE2-Gruppe war eine gewisse Differenz 
erkennbar. 
Wie bei den vorangegangenen Studien wurde drei Tage nach dem TNBS-Stimulus 
keine nennenswerte Stimulation der Proteinexpression von COX-2 oder PCNA (s. 
Abb. 4.26) gemessen, sodass auch keine signifikanten behandlungsspezifischen 
Effekte zwischen den TNBS-behandelten Gruppen nachgewiesen werden konnten. 
Hierfür erscheint das akute Kolitismodell ungeeignet. 
 
Auch in dieser Versuchsreihe konnte kein antiinflammatorischer Effekt des 
Phytoöstrogens Gen nachgewiesen werden. Für E2 und den ERβ-spezifischen 
Ligand 8β-VE2 ließen sich die in der Literatur beschriebenen Effekte, zumindest in 
der hier gewählten Dosis und bei subkutaner Gabe, ebenfalls nicht bestätigen. Die 
Dosierungen der verabreichten Substanzen orientierten sich an einschlägigen Vorer-
fahrungen im Modell der ovariektomierten Ratte und den Empfehlungen des 
Herstellers, sodass eine Unterdosierung vermutlich ausgeschlossen werden kann. 
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Eine vergleichbare Dosis könnte allerdings je nach Applikationspfad (per os oder 
s.c.) unterschiedlich wirksam sein.  
Eine weitere Ursache könnte eine zu hohe Dosis an TNBS gewesen sein, die in einer 
so starken Inflammationsreaktion resultierte, dass diese durch Verabreichung der 
Testsubstanzen nicht mehr beeinflusst werden konnte. In diesem Fall könnte eine 
TNBS-Dosis von 30 mg/kg KG eine Alternative darstellen.  
Aufgrund der bereits oben erwähnten Tatsache, dass in den publizierten Studien die 
Verabreichung der Substanzen zumeist oral erfolgte und bislang im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit noch keine Untersuchungen des Einflusses von Gen auf eine 
chronische Kolitis durchgeführt worden waren, wurde eine abschließende Studie 
durchgeführt, um auch diese Situation zu berücksichtigen. 
5.1.2.2.4 Untersuchung des Einflusses von oral appliziertem Genistein auf die 
chronische Ausprägung inflammatorischer Parameter (C4) 
Da es sich bei Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa um chronische Entzündungen des 
Gastrointestinaltraktes handelt, ist es wichtig, nicht nur das Ausmaß des akuten 
Auftretens der Entzündungsschübe zu untersuchen, sondern auch den Verlauf der 
Erkrankung nach dem Übergang von der akuten Phase in die chronische Phase, der 
etwa drei Tage nach TNBS-Applikation stattfindet.  
Martín et al. (2006) hatten beobachtet, dass eine 14-tägige orale Behandlung mit 
Resveratrol zu einer Reduktion der Kolitis und verstärkter Apoptose im Darmgewebe 
führt. Hieraus wurde die Hypothese abgeleitet, dass dies auch durch Gen erreicht 
werden könnte. 
Als Zeitraum des Versuchs wurde, wie bei Martín et al., eine Dauer von 14 Tagen ab 
TNBS-Applikation gewählt. Den Tieren wurde 40 mg/kg KG TNBS verabreicht, da 
diese Dosis im Vorversuch eine sehr starke Entzündungsreaktion bewirkt hatte, die 
in diesem Falle jedoch länger als drei Tage andauern sollte. 
 
Die Beobachtung der Verläufe von Körpergewichtsentwicklung und Futterkonsum (s. 
Abb. 4.27) lassen auf eine starke Induktion einer Inflammation schließen. Die Tiere 
nahmen bis zum zweiten Tag nach der Stimulation mit TNBS kontinuierlich ab. Nach 
diesem Zeitpunkt nahm das Gewicht wieder zu und hatte bereits am vierten Tag 
nach dem TNBS-Stimulus das Ausgangsgewicht wieder erreicht. Dieses Muster wird 
von den Aufzeichnungen des Futterkonsums gestützt, der ab dem dritten Tag nach 
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dem TNBS Stimulus stark zunahm und bereits acht Tage nach TNBS ein Plateau 
erreichte. Diese Beobachtungen lassen zum einen darauf schließen, dass die akute 
Phase der Entzündung tatsächlich ca. drei Tage nach dem Reiz beendet war und 
zum anderen darauf, dass sich die Tiere danach schnell erholten und mit Erreichen 
des maximalen Futterkonsums nach Ablauf einer Woche nur noch leichte Symptome 
aufwiesen. Dennoch war das relative Kolongewicht (s. Abb. 4.28 A) auch 14 Tage 
nach der Stimulation noch signifikant im Vergleich zu Intakttieren erhöht. Es zeigten 
sich jedoch keine Unterschiede zwischen den mit Gen behandelten und den 
unbehandelten Tieren. Dies trifft auch auf die Kurvenverläufe des Futterkonsums und 
der Körpergewichtsentwicklung der beiden Behandlungsgruppen zu. 
Um eine hormonelle Wirkung der Genistein-Behandlung überprüfen zu können, 
wurden die relativen Gewichte von Hoden, Prostata und Samenblase (s. Abb. 4.28 
B-D) bestimmt. Hier zeigten sich anti-androgene Effekte in Form starker 
Gewichtsreduktionen bei der Prostata und bei der Samenblase. Dies lässt auf eine 
systemische Bioverfügbarkeit des Phytoöstrogens schließen. 
Ein Effekt der Genistein-Behandlung war auch bzgl. der MPO-Aktivität (s. Abb. 4.29) 
im Darmgewebe festzustellen: Die, wenn auch leichte, Erhöhung der MPO-Aktivität 
in der mit TNBS behandelten Kontrollgruppe konnte durch die Gabe von Gen 
vollständig gehemmt werden. Die MPO-Aktivität sank dabei unter das Niveau bei 
Intakttieren. Auch die gesteigerte mRNA Expression von COX-2 (s. Abb. 4.30 A) 
wurde durch Gen inhibiert. Die mRNA Induktion war in diesem Experiment jedoch in 
ihrer Ausprägung viel geringer als in den vorangegangenen Experimenten, die die 
akute Phase untersuchten. Bei Analyse der Proteinexpression von COX-2 (s. Abb. 
4.31 A) war dagegen kein Effekt zu erkennen, zumal die Spiegel an COX-2 auch in 
diesem Versuchsdesign nur schwach und statistisch nicht signifikant stimuliert 
wurden. 
Die Proliferationsrate war 14 Tage nach TNBS-Stimulation stärker erhöht als bei den 
Versuchen in der akuten Phase. Dies wurde bei Analyse der Expression von PCNA 
sowohl auf mRNA Ebene (s. Abb. 4.30 B) als auch auf Proteinebene (s. Abb. 4.31 B) 
festgestellt. Die Proliferation scheint demnach im chronischen Verlauf der Krankheit 
eine stärkere Rolle zu spielen als im akuten Schub. Dies könnte auf gesteigerte 
Reparaturmechanismen im Kolongewebe hinweisen, aber auch eine spätere 
Entstehung eines Kolonkarzinoms begünstigen. Der hemmende Effekt von Gen auf 
die PCNA Expression war allerdings nur schwach und statistisch nicht signifikant. Ob 
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dies mit einer erhöhten Apoptoserate einhergeht, wie von Martín für Resveratrol 
beschrieben, konnte jedoch nicht festgestellt werden. 
 
Durch die vergleichsweise schwache Ausprägung der chemisch induzierten Inflam-
mation war der Einfluss von Genistein auf die Ausprägung der gemessenen 
Parameter in diesem Versuch nur bedingt analysierbar. Zur Induktion einer chro-
nischen Kolitis scheint eine Dosierung von 40 mg/kg KG TNBS nicht optimal zu sein. 
Hier sollten zukünftige Untersuchungen auf höhere Dosierungen zurückgreifen: 
Wallace et al. (1989) verwendeten in ihren Untersuchungen an weiblichen Tieren 90-
120 mg/kg KG und Martín et al. (2006) 150 mg/kg KG. Da diese Gruppe aber 
männliche Tiere einsetzte, ist es fraglich, ob eine derartig hohe Dosis notwendig ist. 
Es scheint sich für chronische Untersuchungen eine Dosis von 100 mg/kg KG TNBS 
anzubieten.  
 
Nur im chronischen Verlauf der TNBS-induzierten Kolitis zeigten sich anti-
inflammatorische Effekte von Genistein: Hier ist zum einen die Beeinflussung der 
COX-2 mRNA Expression zu nennen, die nun im Rahmen der chronischen Kolitis 
durchaus als Entzündungsparameter tauglich erscheint. Zum anderen konnte ein 
Hemmeffekt auch bei der Analyse der MPO-Aktivität beobachtet werden. Genistein 
scheint damit, zumindest auf molekularer Ebene, eine Repression der chronischen 
Inflammationsparameter zu bewirken, was im Hinblick auf eine Regeneration des 
initial geschädigten Gewebes wichtig erscheint. Unter diesen Gesichtspunkten ist 
eine Wiederholung dieser Studie unter zusätzlichem Einsatz von E2 und 8β-VE2 
sinnvoll. In diesem Rahmen könnte auch ein Vergleich von oral und subkutan appli-
zierten Testsubstanzen, sowie eine Untersuchung zum Einfluss von phytoöstrogen-
reicher bzw. -armer Ernährung, durchgeführt werden.  
Das chronische Modell der TNBS-induzierten Kolitis erscheint demnach zur 
Untersuchung östrogener Effekte auf die Ausprägung inflammatorischer Parameter 
bei Darmentzündungen am besten geeignet. 
5.2 Diskussion der in vitro Untersuchungen 
Für die Untersuchung der Effekte einer Testsubstanz auf ein Gewebesystem sind in 
vivo Studien das Mittel der Wahl, da nur im kompletten Organismus die Wechsel-
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wirkungen zwischen Substanz und Gewebe sowie komplexere Abläufe wie beispiels-
weise Infiltration bei Entzündungsprozessen vollständig zum Tragen kommen. 
Diese erschweren andererseits die Interpretation der einzelnen komplexeren Abläufe 
und zugrunde liegenden zellulären Wirkmechanismen. 
Um einzelne Teilprozesse oder Signalwege untersuchen zu können ist es daher not-
wendig, diese aus dem Gesamtsystem zu isolieren. Auch in der vorliegenden Arbeit 
war dies notwendig, da eine Evaluierung der molekularen Mechanismen der Wirkung 
von Östrogen, ER-subtypspezifischen Liganden und des Phytoöstrogens Genistein 
bei entzündlichen Prozessen des Darms vorgenommen werden sollte.  
Für solche isolierten Untersuchungen sind in vitro Experimente in Zellkulturen 
geeignet. Sie erlauben es, unter kontrollierten Bedingungen Experimente durch-
führen zu können und bieten dabei ein maximales Maß an Flexibilität, indem Konzen-
trations-Wirkungs-Beziehungen geklärt, Zeitreihenexperimente durchgeführt und 
Kombinationen unterschiedlicher Substanzen getestet werden können. Sie tragen 
auch dazu bei, den Einsatz von Versuchstieren stark zu reduzieren. 
 
Im Rahmen dieser Arbeit stand vor allem die Regulation der zentralen 
inflammatorischen Markergene COX-2 und IL-6 im Mittelpunkt. Für diese Unter-
suchungen wurden mit HT-29 und Caco-2 zwei gängige Adenokarzinom-Zelllinien 
verwendet, für die eine Expression von COX-2 nachgewiesen ist. (Duque et al. 2006, 
Paik et al. 2000, Shao et al. 2000, Liu et al. 2003). 
Zur Simulation der Inflammation wurden die Zellen mit humanem IL-1β behandelt. 
Dieses proinflammatorische Zytokin, das in aktivierten Makrophagen und Monozyten 
produziert wird (Soloff et al. 2004), ist einer der potentesten und multifunktionellsten 
Zellaktivatoren. IL-1β bindet an seine spezifischen Rezeptoren (IL1R1 und IL2R2) an 
der Zelloberfläche. Die Aktivierung einer geringen Anzahl dieser Rezeptoren ist aus-
reichend, um eine zelluläre Antwort hervorzurufen. In seiner Wirkung überlappt es 
weitgehend mit dem Tumor-Nekrose-Faktor TNFα (Mantovani 2003). 
IL-1β ist in der Lage eine Reihe von Signalkaskaden zu aktivieren. Hierzu gehören 
die Aktivierung der extrazellulären signal-regulierten Kinase (ERK), der p38 MAP 
Kinase (MAPK), der Jun N-terminalen Kinase (JNK) und des nukleären Faktors 
kappa B (NFκB) (Bankers-Fulbright et al. 1996). 
Auch die mRNA Expression von COX-2 und IL-6 kann durch IL-1β induziert werden. 
Im Falle von COX-2 ist hierbei vor allem die Aktivierung via p38 MAPK sowie NFκB 
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nachgewiesen worden (Soloff et al. 2004, Liu et al. 2003, Yang et al. 2002, Duque et 
al. 2006). Letzterer könnte bei der Vermittlung der antiinflammatorischen Effekte 
östrogen wirksamer Substanzen eine zentrale Rolle spielen, da ligandengebundene 
ER durch die Anlagerung an NFκB dessen transkriptionelle Aktivität blockieren 
(Nilsson et al. 2001). 
Mit IL-1β schien damit ein potenter Stimulator zur Verfügung zu stehen. 
5.2.1 Diskussion der Ergebnisse 
Die inflammatorische Stimulation der HT-29 und Caco-2 Zellen erfolgte mit 10 ng/ml 
IL-1β. Mit Dosierungen in dieser Größenordnung konnte bereits die Stimulation von 
COX-2 in Kolonkarzinomzellen nachgewiesen werden (Liu et al. 2003, Duque et al. 
2006). Auch im Rahmen dieser Arbeit wurde eine solche Stimulation erreicht: Die 
Behandlung mit IL-1β bewirkte sowohl bei HT-29 (s. Abb. 4.32) als auch bei Caco-2 
Zellen (s. Abb. 4.35) eine starke Stimulation der mRNA Expression von COX-2 und 
IL-6. Dieser Effekt war zudem zeitabhängig. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde in 
allen Experimenten eine IL-1β Behandlung von 7 h Dauer und mit einer Konzen-
tration von 10 ng/ml angewandt. 
 
Aufgrund der guten Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zur IL-1β Stimulation in 
beiden Zelllinien schloss sich eine Analyse des Einflusses der im Rahmen dieser 
Arbeit verwendeten Testsubstanzen E2, 16α-LE2, 8β-VE2 und Gen auf die IL-1β 
induzierte mRNA Expression von COX-2 und IL-6 an.  
Das Glukokortikoid Dexamethason diente in diesen Experimenten als Positiv-
kontrolle, da es die mRNA-Expression von COX-2 und IL-6 durch Inhibition von 
NFκB und verringerte mRNA-Stabilität hemmt (Nishida et al. 1989, Zitnik et al. 1994, 
Ray & Prefontaine 1994, Amano et al. 1993, Wissink et al. 1998 Lasa et al. 2001).  
Dexamethason entfaltet seine Wirkung über den Glukokortikoidrezeptor. Dieser ge-
hört, wie der ER, zur Familie der NR. ER und GR ähneln sich strukturell und sind 
beide in der Lage NFκB zu inhibieren. Ein vergleichbarer Effekt östrogen wirksamer 
Substanzen und von Dexamethason (Dex) könnte daher auf einen ähnlichen, d.h. 
rezeptorvermittelten, Wirkmechanismus schließen lassen. 
 
Wie erwartet bewirkte die Behandlung der IL-1β stimulierten Zellen mit Dex die 
weitgehend vollständige Hemmung der mRNA Expression von COX-2 und IL-6 in 
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beiden untersuchten Zelllinien (s. Abb. 4.33 und Abb. 4.36). Dagegen bewirkte die 
Vorbehandlung mit E2, 16α-LE2 und 8β-VE2 keine solche Hemmung. Gen zeigte in 
beiden Zelllinien unterschiedliche Effekte: So hatte es in HT-29 Zellen keinerlei 
Einfluss auf die durch IL-1β induzierte mRNA Expression von COX-2 und IL-6 (s. 
Abb. 4.33), unterdrückte diese jedoch in Caco-2 Zellen in einer mit Dex 
vergleichbaren Größenordnung (s. Abb. 4.36).  
Besonders interessant war die Wirkung von E2: In der hier angewandten Konzen-
tration von 10-8 M bewirkte die Vorbehandlung eine weitere Steigerung der Induktion 
durch IL-1β. Aufgrund der vermuteten antiinflammatorischen Wirkung von E2 war 
dies im Vorfeld der Untersuchung nicht erwartet worden und ist auch in der Literatur 
bisher nicht beschrieben. 
Wird E2 zusätzlich in einer 100x höheren Konzentration (10-6 M) eingesetzt, so 
bewirkte es eine Hemmung der IL-1β induzierten mRNA Expression von COX-2 und 
IL-6 (s. Abb. 4.37). Dieses Ergebnis spricht dafür, dass die Regulation der 
stimulierten mRNA Expression von COX-2 und IL-6 dosisabhängig ist, und E2 erst in 
sehr hohen Konzentrationen antiinflammatorisch wirkt. 
Weiterhin sollte geklärt werden, ob der stimulationsverstärkende Effekt von E2 in 
einer Konzentration von 10-8 M über die Östrogenrezeptoren vermittelt wird. Hierzu 
wurden die Zellen zusätzlich mit dem reinen Antiöstrogen ICI 182780 behandelt. 
Tatsächlich führte die Ko-Behandlung von E2 und ICI nicht zu dem von E2 bewirkten 
weiteren Anstieg der IL-1β induzierten mRNA Expression von COX-2 und IL-6, was 
auf eine Involvierung der ER schließen lässt. Eine alleinige Applikation von ICI hatte 
keinerlei Effekt auf die mRNA Expression beider Gene, sodass ein hemmender 
Einfluss von ICI in der Ko-Behandlung ausgeschlossen werden konnte (s. Abb. 4.34).  
 
Interessanterweise bewirkte eine Vorbehandlung mit den ER-subtyp-spezifischen 
Liganden keine Beeinflussung der mRNA Expression von COX-2 und IL-6 nach 
Stimulation mit IL-1β. Da diese Liganden selektiv an die beiden ER binden, wäre 
auch hier eine Stimulation wie durch E2 zu erwarten. Obwohl strukturell auf E2 
basierend, besitzen die spezifischen ER-Agonisten charakteristische Seitenketten. 
Diese könnten zu einer mit E2 nicht vollständig identischen Transaktivierung des 
Rezeptors führen, was eine Begründung für das unterschiedliche Expressionsmuster 
darstellen könnte.  
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Der ausbleibende Effekt in Kombination mit der unerwarteten zusätzlichen 
Stimulation durch E2 könnte jedoch auch auf eine fehlende ER-Wildtyp-Expression in 
beiden Zelllinien hinweisen. 
Eine Literaturrecherche zur Expression von ER ergab ein uneinheitliches Bild: Zwar 
sind sich alle Studien bezüglich einer fehlenden Expression von ERα in HT-29 und 
Caco-2 Zellen einig, widersprechen sich aber teilweise in Bezug auf die Expression 
von ERβ. So zeigten Campbell-Thompson et al. (2001) eine deutliche mRNA 
Expression von ERβ in Caco-2 Zellen, während diese in HT-29 schwächer zu sein 
scheint. Gilad et al. (2005) hingegen konnten eine Expression von ERβ auf Protein-
ebene nachweisen. 
Differenzierter zeigen sich die Studien von Qiu et al. (2002) und Wong et al. (2005), 
die Kolonkarzinomzellen auf die Expression unterschiedlicher Splicing-Varianten 
untersuchten. Beide Gruppen konnten zeigen, dass HT-29 Zellen auf mRNA Ebene 
zwar nicht die Wildtyp-Form von ERβ (ERβ1), jedoch die Splice-Variante ERβ5 expri-
mierten. Auch in Caco-Zellen war die mRNA Expression von ERβ5 stärker als die 
Expression des Wildtyps. 
Unter den ERβ-Isoformen besitzt lediglich ERβ1 die Fähigkeit zur Aktivierung von 
EREs. Dies ist in verschiedenen Reporter Assays gezeigt worden (Peng et al. 2003). 
Die Funktion von ERβ5 hingegen scheint bisher weitgehend unbekannt zu sein 
(Wong et al. 2005). 
 
Um zu untersuchen, inwieweit die unerwarteten Effekte von E2 sowie die 
Wirkungslosigkeit der spezifischen Liganden auf eine fehlende Expression der ER in 
den HT-29 und Caco-2 Zellen zurückzuführen ist, wurde in beiden Zelllinien die 
Expression von ERα und ERβ analysiert. 
Die Analyse der mRNA Expression beider ER-Subtypen mittels RT-PCR (s. Abb. 
4.38) ergab bei den Caco-2 Zellen erwartungsgemäß nur eine geringe Menge an 
spezifischem Amplikon für den ERα. Bei den HT-29 Zellen war dieses Amplikon 
deutlicher zu erkennen. In beiden Zelllinien konnte zudem nur ein sehr schwaches 
Amplikon für ERβ nachgewiesen werden. Eine Western Blot Analyse zur Protein-
expression der beiden ER-Subtypen ergab keinen Hinweis auf eine Expression der 
beiden Rezeptoren (s. Abb. 4.39). Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass in 
den verwendeten Zelllinien keine funktionalen ER exprimiert werden, was eine Er-
klärung für die beobachteten Effekte in den IL-1β stimulierten Zellen darstellen 
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könnte, allerdings nicht in Einklang mit den Ergebnissen der ICI-Antagoni-
sierungsversuche zu bringen. 
 
Um die Rolle der ER weiter zu untersuchen, wurden nun HT-29 Zellen mit den 
Wildtyp-Formen von ERα (HEGO) und ERβ (pSG05-hERβ) transient transfiziert und 
gleichzeitig mit E2 behandelt. Diese Effizienz der Transfektionen wurden im Falle von 
HEGO mittels einer immunzytologischen Untersuchung und im Falle von pSG05-
hERβ durch eine Analyse mit RealTime RT-PCR überprüft. 
Auch in diesen Experimenten kam es bei den nicht-transfizierten Zellen zu einer 
weiteren Verstärkung der IL-1β stimulierten mRNA Expression von COX-2 und IL-6.  
Eine Transfektion mit HEGO bei gleichzeitiger Vorbehandlung mit E2 bewirkte 
hingegen eine Hemmung der Expression beider mRNAs. Im Falle von COX-2 war 
diese Hemmung nur geringfügig schwächer als die durch Dex hervorgerufene Inhi-
bition (s. Abb. 4.41). 
Bei der Transfektion mit pSG05-hERβ war der modulierende Effekt schwächer als 
nach der Transfektion mit HEGO, doch ließ sich auch in diesem Experiment der 
stimulationsverstärkende Effekt von E2 in den meisten Fällen hemmen (s. Abb. 
4.42).  
Diese Resultate weisen darauf hin, dass eine antiinflammatorische Wirkung von E2 
hauptsächlich über ERα vermittelt sein könnte, eine Hypothese, die u.a. von der 
Arbeitsgruppe um Maggi vertreten wird (Ghisletti et al. 2005). Gleichzeitig werfen sie 
jedoch einen vermeintlichen Widerspruch auf: So deuten die Experimente mit E2 und 
ICI darauf hin, dass die stimulationsverstärkende Wirkung von E2 über ER vermittelt 
wird. Die Transfektionsexperimente hingegen legen nahe, dass diese Effekte über 
zumindest ER-Wildtyp-unabhängige Mechanismen vermittelt werden, da eine Trans-
fektion den Effekt aufheben und im Falle von ERα sogar umkehren kann.  
Eine Erklärung dieses Widerspruchs könnte in den Splicing-Varianten des ERβ zu 
finden sein. So könnte die Abwesenheit von ERβ1 zu einer ausschließlichen Akti-
vierung des ERβ5 führen, die in der beobachteten stimulationsverstärkenden Wirk-
ung von E2 resultiert und durch eine Ko-Behandlung mit dem Antiöstrogen ICI 
gehemmt werden kann. Eine Transfektion mit pSG05-hERβ bzw. HEGO hingegen 
könnte zu einer Expression der Wildformen von ERα und ERβ in großer Menge 
führen, die aufgrund der Fähigkeit zur Interaktion mit NFκB und EREs die antiin-
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flammatorischen Effekte von E2 vermitteln und die durch die Aktivierung von ERβ5 
hervorgerufenen Effekte überdecken. 
Nicht erklären lassen sich anhand dieser Hypothese der ausbleibende Effekt des 
Liganden 8β-VE2 sowie der nur in Caco-2 beobachtete inhibitorische Effekt von Gen. 
Hier stellt sich die Frage nach der Konformation des ERβ5 nach einer möglichen 
Bindung durch diese Substanzen und die daraus resultierenden Konsequenzen im 
Sinne einer Transaktivierung. Daten hierzu konnte eine Literaturrecherche derzeit 
nicht liefern. 
Dass auch 16α-LE2 den Effekt von E2 in untransfizierten Zellen nicht imitieren 
konnte, ist hingegen mit großer Wahrscheinlichkeit auf die fehlende Protein-
expression von ERα in den verwendeten Zelllinien zurückzuführen. 
 
Die hier vorgestellte Hypothese der von ERβ-Splicing-Varianten abhängigen mRNA 
Regulation von COX-2 und IL-6 in HT-29 und Caco-2 Zellen konnte durch die bisher 
durchgeführten Studien nicht verifiziert werden. Es bedarf daher weitergehenden 
Untersuchungen, vor allem mit Darmzelllinien, die den ERβ-Wildtyp auf Proteinebene 
exprimieren, um in diesem Zusammenhang präzisere Aussagen treffen zu können. 
5.3 Schlussfolgerungen und Ausblick 
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Studien konnten weder für das Östro-
gen 17β-Östradiol, die steroidalen ER-subtypspezifischen Liganden 16α-LE2 und 8β-
VE2, noch für das Phytoöstrogen Genistein eindeutige antiinflammatorische Eigen-
schaften in in vivo und in vitro Simulationen chronisch-entzündlicher Darmerkrank-
ungen nachweisen, wie sie in der einschlägigen Literatur beschrieben werden. 
Eine lebenslange phytoöstrogenreiche Ernährung schien die akute Ausprägung einer 
Kolitis im TNBS-induzierten Tiermodell sogar weiter zu verstärken. Auch im HLA-B27 
transgenen Modell wurde eine weitere Verstärkung der inflammatorischen Symptome 
nach einer Behandlung mit Genistein beobachtet. 
Hingegen konnte im chronischen Verlauf des TNBS-Modells bei oraler Gabe von 
Genistein eine Verminderung einiger inflammatorischer Parameter festgestellt 
werden. 
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass östrogen wirksame Substanzen und 
insbesondere eine phytoöstrogenreiche Ernährung nicht ausreichen, um dem Auf-
treten entzündlicher Schübe im Rahmen von CED vorzubeugen. Die niedrige 
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Inzidenzrate der CED in ostasiatischen Ländern ist möglicherweise nicht allein auf 
den dortigen hohen Konsum von Phytoöstrogenen über die gesamte Lebensspanne 
hinweg zurückzuführen, sondern auch anderen Nahrungsbestandteilen zuzu-
schreiben. Andererseits legt die Nagerstudie mit oral verabreichtem Genistein nahe, 
dass ein früheres Abklingen der Symptomatik und damit eine schnellere Rege-
neration des geschädigten Darmgewebes durch den Konsum einer phytoös-
trogenreichen Ernährung unterstützt werden könnte. Dies erscheint auch bzgl. einer 
Kolonkarzinom-Prävention nach einer CED wichtig. Ob dies auch für spezielle ERβ-
selektive Liganden und SERMs der Fall ist, bleibt abzuklären. 
 
Weiterhin stützen die in vivo Experimente zumindest auf RNA-Ebene die von 
Wallace (2006a/b) vertretene Hypothese, dass COX-2 bei der körpereigenen 
Bewältigung einer Kolitis und bei der Aufrechterhaltung der mukosalen Integrität von 
großer Bedeutung sein könnte. Gleichzeitig wird aber deutlich, dass die Verwendung 
von COX-2 als inflammatorischem Markergen zumindest in der akuten Phase von 
Inflammationen im Kolon problematisch ist, zumal dessen Expression offenbar auf 
verschiedenen Ebenen reguliert wird. Lediglich im späteren chronischen Verlauf, 
wenn die akuten Prozesse der Immunreaktion im Kolongewebe abgeklungen sind, 
kann die Expression von COX-2 als Indikator für die Ausmaße der Inflammation 
dienen.  
 
In Bezug auf die Evaluierung der Nagermodelle zur Simulation von CED zeigen die 
Studien, dass sowohl das Modell der HLA-B27 transgenen Ratte als auch der TNBS-
induzierten Kolitis Limitierungen aufweisen, die besonders in der Reproduzierbarkeit 
der Inflammationsreaktion zu liegen scheinen. Dennoch bietet das TNBS-Modell 
durch seine Flexibilität und den geringeren Kosten- und Zeitaufwand eindeutige Vort-
eile gegenüber dem transgenen Modell. 
 
Diese bislang durchgeführten in vivo Studien können nicht alle Fragen bezüglich der 
Wirkung östrogen wirksamer Substanzen in CED beantworten. Im Laufe der Unter-
suchungen ergaben sich weitere Problemstellungen, die es zu klären gilt. Hierzu 
sollte insbesondere folgenden Fragen nachgegangen werden: 
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1. Wie wirkt sich eine lebenslange, speziell mit dem Phytoöstrogen Genistein 
angereicherte Ernährung auf die akute Ausprägung einer Kolitis aus? 
2. Wie wirkt sich eine lebenslange phytoöstrogenreiche, bzw. speziell mit dem 
Phytoöstrogen Genistein angereicherte Ernährung auf den chronischen Ver-
lauf einer induzierten Kolitis aus? 
3. Welchen Einfluss haben 17β-Östradiol und die spezifischen steroidalen 
Liganden 16α-LE2 und 8β-VE2 auf den chronischen Verlauf einer induzierten 
Kolitis? 
4. Gibt es Unterschiede in der Wirkung der Testsubstanzen bzgl. des Admini-
strationspfades (oral vs. subkutan) auf eine chronische oder akute Inflam-
mation des Kolons? 
 
Auch die Resultate unserer in vitro Experimente an Adenokarzinom-Zelllinien des 
Kolons können die von anderen Arbeitsgruppen publizierten protektiven Effekte von 
Östrogenen und ERβ-spezifischen Liganden nur bedingt bestätigen. Besonders die 
stimulationsverstärkende Wirkung von E2 auf die mRNA Expression von COX-2 und 
IL-6 und das Ausbleiben eines Effektes durch 8β-VE2 erscheinen hier überraschend. 
Die Untersuchung der Rolle der Splicing-Varianten des ERβ, insbesondere des ERβ5 
in den Zelllinien, sollte zur Klärung der mechanistischen Ursache dieser Effekte bei-
tragen.  
Die Transfektionsexperimente legen zusätzlich nahe, dass bei der Vermittlung 
antiinflammatorischer Effekte durch östrogen wirksame Substanzen der ERα eine 
wichtige Rolle spielt. 
Um die im normalen Mukosagewebe herrschenden ER-Expressionsmuster besser 
modellieren zu können, ist eine Untersuchung mit Zelllinien sinnvoll, die stabil mit 
den Wildformen von ERα und ERβ transfiziert wurden. Dies ermöglicht Unter-
suchungen in weit größerem Umfang als mit transient transfizierten Zellen, insbe-
sondere auch unter Einsatz der subtyp-spezifischen ER-Liganden und Genistein. 
Diese Studien sollten jedoch auch an weiteren Modellsystemen durchgeführt werden. 
Hier bieten sich als weitere Kolonkarzinom-Zelllinie HCT-116 Zellen an, für die eine 
Expression auch von ERβ1 nachgewiesen werden konnte (Wong et al. 2005, Qiu et 
al. 2002). Wünschenswert wäre auch die Verwendung von Primärkulturen aus dem 
Kolon um ex vivo das System des intakten Kolonepithels mit natürlichem ER-
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Expressionsprofil möglichst naturgetreu simulieren zu können. Solche in vitro 
Modelle stehen aber noch nicht zur Verfügung. 
Im Rahmen weiterer Studien könnte auch die Bedeutung des für Inflammations-
prozesse äußerst wichtigen Transkriptionsfaktors NFκB für die Effekte der östrogen 
wirksamen Substanzen innerhalb der Modelle untersucht werden. 
 
Die Beantwortung dieser neuen Fragen sollte dazu beitragen, die Rolle von östrogen 
wirksamen Substanzen bei CED und auch die epidemiologischen Befunde bzgl. 
einer phytoöstrogenreichen Ernährungsweise mechanistisch weiter abzuklären, um 
sowohl Prävention als auch Therapie von Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa in 
Zukunft optimieren und damit verbundenes Leiden der Patienten vermindern zu 
können.  
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Anhang 
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A3 Laborgeräte 
Gerät      Hersteller 
Ausgießstation Tissue-Tek® II   Ames Company Inc., Woodland, CA, USA 
Autoklav 3870 ELV    Tuttnauer, Jerusalem 
Brutschrank Bakterienkultur   Sanyo, Japan 
Brutschrank Zellkultur    Heraeus Instruments, Osterode, D 
Digitale Mikroskopkamera 3CCD   Sony, Japan 
Einbettautomat Tissue-Tek® VIP 2000  Miles Scientific, Naperville, IL,USA 
Eismaschine     Ziegra Eismaschinen GmbH, Isernhagen, D  
Elektrophoresekammern: 
- Agagel Maxi/Midi-Wide/Mini   Biometra GmbH, Göttingen, D 
- Criterion® Elektrophoresekammer  BIO-RAD Laboratories GmbH, München, D 
- XCell4 SureLock™ Midi-Cell Runner  Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D 
FluorchemTM luminescent imager   Alpha Innotech, CA, USA 
Homogenisator PT 1200 B   Bachofer GmbH, Reutlingen, D 
Mikro-Dismembrator     B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D 
Mikroskop Dialux 20 EB    Leitz AG, Wetzlar, D 
Mikroskop KS 300 Axiophot   Carl Zeiss Vision GmbH, Hallbergmoos, D 
pH-mV-Meter      Knick GmbH & Co., Berlin, D 
Photometer (kinetic microplate reader)  MWG Biotech GmbH, Ebersberg, D 
Pipetten Pipetman    Gilson Int. BV, Bad Camberg, D 
Pipettierhilfe Pipetboy accu   Tecnomara GmbH, Fernwald, D 
Produktschutzwerkbank HT36   Gelaire PTY Ltd., Sidney, AUS 
Spectrophotometer Ultrospec®2000  Amersham, Piscataway, NJ, USA 
Sterilbank Hera Safe    Heraeus Instruments, Osterode, D 
Stromversorgung, Power Pack 3300  Biometra GmbH, Göttingen, D 
Thermocycler: 
- UNO Thermo-Block    Biometra GmbH, Göttingen, D 
- GeneAmp 9600    Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 
- iCycler Thermal Cycler    BIO-RAD Laboratories GmbH, München, D 
Trockenschränke    Heraeus Instruments, Osterode, D 
      Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach, D 
Ultra-Tiefkühlgerät (-80°C)   Heraeus Instruments, Osterode, D 
Genie 2 Vortex-2TM Genie Mischer  Scientific Industries Inc., Bohemia, NY, USA 
Waagen:          
- MC 1, Analytic AC 210 S   Sartorius AG, Göttingen, D 
- Scaltec SBA 52    Scaltec Instruments GmbH, Göttingen, D 
Wärmeplatte     Gerhard GmbH & Co. KG, Bonn, D 
Wasserbad     Köttermann, Hänigsen, D 
Zentrifugen:          
- Megafuge 3.0 R    Heraeus Sepatech, Osterode, D 
- Centrifuge 5417 R    Eppendorf AG, Hamburg, D 
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A4 Chemikalien, Regenzien, Kits 
Chemikalie/Reagenz/Kit    Hersteller 
Agar (Bakteriologisch)    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
Agarose (DNA)     Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf, D 
Ammoniumchlorid    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
Ampicillin     Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D 
Ampuwa®      Fresenius, Bad Homburg, D 
Bromphenolblau Natriumsalz   Merck, Darmstadt, D 
Bovines Serum Albumin (Rinderserum)  Serva Feinbiochemics, Heidelberg, D 
Complete Mini Proteaseinhibitor   Roche Diagnostics, Mannheim, D 
Coomassie Brilliant Blue r250   Merck, Darmstadt, D  
DMEM, High Glucose, ohne Phenolrot  Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D 
N,N-Dimethylformamid    Merck, Darmstadt, D 
Dimethylsulfoxid (DMSO)   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
Dinatriumhydrogenphosphat   Merck Darmstadt, D 
DNaseI Amplification Grade   Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D 
dNTP Mix 10mM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) Biozym Scientific GmbH, Hs. Oldendorf, D 
EDTA      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
EndoFree® Plasmid Maxi Kit   Quiagen, Hilden, D 
Entellan (Schnelleindeckmedium)  Merck, Darmstadt, D 
Ethidiumbromid     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
Erdnussöl     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
Essigsäure/Eisessig (96%ig)   Merck, Darmstadt, D 
Ethanol      Hoffmann GmbH & Co., Düsseldorf, D 
2-Merkaptoethanol    Amresco, Solon, OH, USA 
Fluorescein     BIO-RAD Laboratories GmbH, München, D 
Formaldehydlösung (37%ig)   Merck, Darmstadt, D  
Freka®-Ernährungssonde    Fresenius, Bad Homburg v.d.H., D 
FuGENE® 6 Transfection Reagent  Roche Diagnostics, Mannheim, D 
D-Glucose     Merck, Darmstadt, D 
Glucoseoxidase     Merck, Darmstadt, D 
L-Glutamin     Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D 
Glycerol (87%ig)    Merck, Darmstadt, D 
Glycin      Merck, Darmstadt, D 
Hefeextrakt     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
Heparin Natriumsalz    ICN Biochemicals, OH, USA 
HETAB      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
Isopropanol     Merck, Darmstadt, D 
Ketanest® S Injektionslösung 25 mg/ml  Pfizer GmbH, Karlsruhe, D 
MES Puffer (NuPAGE®)    Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D 
Methanol     Merck, Darmstadt, D 
NH4Cl       Merck, Darmstadt, D 
NiSO4       Merck, Darmstadt, D 
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Natriumbisulfit     Merck, Darmstadt, D 
Natriumchlorid     Merck, Darmstadt, D 
Natriumcitrat     Merck, Darmstadt, D 
Natriumdihydrogenphosphat   Merck, Darmstadt, D 
PBS      Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D 
Penicillin-Streptomycin    Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D 
Phosphorwolframsäure    Merck Darmstadt, D 
PIPES      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)  Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 
POD Substrat Lumi-LightPLUS   Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D 
Primer      Invitrogen GmbH, Invitrogen, D 
Rompun® Injektionslösung 2%ig   Bayer Vital GmbH, Leverkusen, D 
Saccharose (reinst)    Merck Darmstadt, D 
Salzsäure 37%ig    Merck Darmstadt, D 
Schwefelsäure     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
SDS (Sodiumdodezylsulfat)   Amresco, Solon, OH, USA 
SuperScriptTM First-Strand cDNA-Synthese Kit Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D  
SYBR Green     BIO-RAD Laboratories GmbH, München, D 
Taq DNA Polymerase Recombinant Kit  Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D 
Tissue-Tec®      Satura finetek Europe BV, Zoeterwoude, NL 
TMB-Chromogen    Biosource, Nivelles, B 
TNBS      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
Tramal® Injektionslösung 100mg   Grünenthal GmbH, Aachen, D 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, Trizma® Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
Tris-HCl, Trizma® -HCl    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
Triton-X      Serva, Heidelberg, D 
TRIzol® Reagent    Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D 
Trypsin-EDTA     Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D 
Trypton      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
Tween20     Merck, Darmstadt, D 
Tween80     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D Ultraclear® 
(Xylol-Ersatz)    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
Wasserstoffperoxid (30%ig), Perhydrol®  Merck, Darmstadt, D 
Xylencyanol     Merck, Darmstadt, D 
Xylidin-Ponceau     Chroma-Gesellschaft, Stuttgart, D 
Zitronensäure     Merck, Darmstadt, D 
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A5 Verbrauchsmaterialien 
Material      Hersteller 
Blutröhrchen 420 A rot    Kabe Labortechnik, Nümbrecht, D 
DC Protein ASSAY     BIO-RAD Laboratories GmbH, München, D 
Deckgläser     VWR International GmbH, Darmstadt, D 
Einbettungskasten Tissue-Tec®    Satura finetek Europe BV, Zoeterwoude, NL 
Einmalfilterhalter (Porengröße 0,2µm)  Schleicher & Schuell GmbH, Dassel, D 
Einmalkanülen Neolus 20G (0,9mm)  Terumo Europe N.V., Leuven, B 
Einmalspritzen Omnifix® Luer-Lock (10ml)  B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D 
iCycler iQTM Optical Quality Sealing Tape  BIO-RAD Laboratories GmbH, München, D 
Mikrotiterplatten (96-well)   NuncTM, Roskilde, DK 
Multivette 600K3E    Sarstedt, Nümbrecht, D 
Nagerdiäten 
- R/M-H (PAD)     Ssniff, GmbH, Soest, D 
- Rodent Diet 8604 (PRD)   Harlan Winkelmann, Borchen, D 
Objektträger SuperFrost® Plus   Menzel GmbH & Co. KG, Braunschweig, D 
PAP-Pen     Polysciences Inc., Warrington, PA, USA 
Paraffin/Histo-Comp® Gewebeeinbettmittel Vogel GmbH & Co. KG, Giessen, D 
PCR Platten, 9 Well    BIO-RAD Laboratories GmbH, München, D 
Petrischalen, NunclonTM    NuncTM, Roskilde, DK 
Pipettenspitzen (10, 100, 1000, 5000 µl)  Biozym Diagnostik GmbH, Hs. Oldendorf, D 
Precision Plus Proteinstandard   BIO-RAD Laboratories GmbH, München, D 
Protean Nitrozellulosemembran  Schleicher & Schuell BioScience GmbH, Dassel, D 
Reaktionsgefäße (0,2/0,5,/1,5/2,0 µl)  Biozym Diagnostik GmbH, Hs. Oldendorf, D 
      Starlab GmbH, Ahrensburg, D 
SDS Gele: 
- CriterionTMXT Precast Gel (4-12% Bis-Tris)  BIO-RAD Laboratories GmbH, München, D 
- NuPAGE® Novex® 4-12 Bis-Tris Midi  Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D 
Vaseline     Strathmann GmbH&CoKG, Hamburg, D 
Whatmanfilter® (Faltenfilter)   Whatman GmbH, Dassel, D 
XT MES Running Buffer 20x   BIO-RAD Laboratories GmbH, München, D 
Zellkulturflaschen, 75cm2   TPP®, Trasadingen, CH 
Zellkulturplatten, 6- und 24-Well, NunclonTM NuncTM, Roskilde, DK 
Zellschaber     Sarstedt, Nümbrecht, D 
Zentrifugen-Röhrchen (15, 50 ml)   NuncTM, Roskilde, DK 
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A6 Verwendete Lösungen und Puffer 
4% gepuffertes Formol (1000 ml)  PFA 4% (pH 7,4) 100 ml 
4 g NaH2PO4  40 ml Aqua bidest 
6,5 g Na2HPO4  4 g PFA 
100 ml Formalin (35%ig)   mit 1 N NaOH klären  
 mit Aqua bidest auffüllen   mit Aqua bidest auffüllen 
     
Lösung zur Peroxidasehemmung  Präparationspuffer (pH 7,4) 
10 ml Methanol  240 mM Saccharose 
2,25 ml Aqua bidest  1 mM PMSF in 2-Propanol 
0,25 ml 3% H2O2  20 mM PIPES 
   10 mM EDTA 
Perforationslösung  50 mM NaH2PO4 
0,3 g  NH4Cl    
25µl  Triton-X  Gefrierpuffer (pH 7,2) 
10 ml TBS  400 mM Saccharose 
   5 mM PIPES 
DAB-Entwicklungs-Lösung  5 mM Tris 
15 ml 0,1M PB  10 mM EDTA 
150µl DAB-Lösung  50 mM NaH2PO4 
150 µl NH4Cl    
300 µl NiSO4  Lysepuffer (pH 8,0) 
300 µl 10% Glucose  50 mM Tris 
50 µl Glucose-Oxidase  150 mM NaCl 
   1% Triton-X 
2x SDS-Loading-Puffer  1x Proteaseinhibitor 
5 ml 1 M Tris    
20 ml 10% SDS  Ponceau-S-Lösung (1000 ml) 
0,1 g Bromphenolblau  1 g  Ponceau-S 
11,5 ml 87% Glycerol  10 ml Eisessig 
5% β-Mercaptoethanol   Mit Aqua bidest auffüllen 
     
Transferpuffer (1000 ml)  Blockier-Puffer 
25 ml 1 M Tris  20 ml PBS-Tween20 (0,05%)  
11,26 g Glycin  1 g BSA 
100 ml Methanol    
 mit Aqua bidest auffüllen  Färbelösung (Bio-Rad) 
   35 ml Aqua bidest 
Fixierlösung (Bio-Rad)  5 ml Silberlösung 
100 ml Methanol  5 ml Entwicklerreagenz 
20 ml  5% Essigsäure  5 ml Reduktionslösung 
20 ml Fixierkonz.   50 ml Beschleunigerlösung 
60 ml Aqua bidest    
   2x PBS 0,2 M (pH 7,4) (1000 ml) 
Beschleunigerlösung (Bio-Rad)  28,8 g Na2HPO4 
2,5 ml Beschleunigerreagenz  5,2 g NaH2PO4 
47,5 ml Aqua bidest  17,5 g NaCl 
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PB 0,1 M (pH 7,4)  TB 0,5 M (pH 7,6) (500 ml) 
14,4 g Na2HPO4   30,3 g Tris 
2,6 g NaH2PO4   mit Aqua bidest auffüllen 
    
TBS (0,05 M) (pH 7,6) (1000 ml)  MPO-Präparationspuffer (pH 6,0) 
100 ml TB  50 mM PBS (pH 6,0) 
8,8 g NaCl  0,5% HETAB 
 mit Aqua bidest auffüllen    
   10x RT-Puffer/PCR-Puffer 
10x DNase Reaktionspuffer   200 mM Tris-HCl (pH 8,4) 
200 mM Tris-HCl (pH 8,4)  500 mM KCl 
20 mM MgCl2    
500 mM KCl  1x PBS/Tween 
   1800 ml Aqua bidest 
Selektives LB-Medium (pH 7,0) (1000 ml)  200 ml 10x PBS 
5 g Hefeextrakt  1 ml Tween 20 
10 g Trypton    
10 g NaCl    
 mit Aqua bidest auffüllen     
10 g Agar (nur für Zuchtschalen)    
10 ml Ampicillin    
 
Tab. A.1: Zusammensetzung der verwendeten Lösungen, Puffer und selbst hergestellten Nährmedien. 
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A7 Ansätze PCR Analytik 
Reagenz Menge [µl] 
RNA 3 
DNase Reaktionspuffer 1 
DNase I 1 
DEPC-Wasser x 
Gesamtmenge 10 
 
Tab. A.2: Zusammensetzung eines DNA-Verdau-Ansatzes. 
 
 
Reagenz Menge [µl] 
10x RT Puffer 2 
25 mM MgCl2 2 
10 mM dNTP-Mix 1 
100 M DTT 2 
Gesamtmenge 7 
 
Tab. A.3: Zusammensetzung des Master-Mixes für die cDNA-Synthese (je Ansatz). 
 
 
Reagenz Menge [µl] 
RealTime PCR  
Menge [µl] 
konventionelle PCR 
Ampuwa® (aqua bidest. steril) 22,55 28,8 
10x PCR-Puffer  5 5 
MgCl2 [50 mM] 3 3 
dNTP-Mix [3 µM] 4 4 
Taq DNA Polymerase [5 U/µl] 0,2 0,2 
Primer-Mix 1 1 
DNA-Mix (1 µl cDNA + 7 µl Ampuwa®) 8 8 
SYBR® Green I 5 - 
Fluorescein [400nM] 1,25 - 
Gesamtmenge 50 50 
 
Tab. A.4: Vergleich der Zusammensetzung von Reaktionsansätzen von RealTime PCR und 
konventioneller PCR. 
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A8 Verwendete Antikörper 
 
Tab. A.5: Übersicht über die in den immunzytochemischen Analysen und im Western Blot verwendeten primären und sekundären Antikörper. 
Art Name Host Methode Hersteller 
Primäre AK Anti-Actin, A5060 Kaninchen WB Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf, D 
 Anti-ERα, MA1-310 Maus WB/ICC Affinity Bioreagents, Golden, USA 
 Anti-ERβ, PA1-310B Kaninchen WB Affinity Bioreagents, Golden, USA 
 Anti-COX-2 (M-19), sc-1747 Ziege WB Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
 Anti-COX-2, 160106 Kaninchen WB Cayman, Ann Arbor, USA 
 Anti-PCNA, M0879 Maus WB Dako, Glostrup, DK 
     
Sekundäre AK Polyclonal Rabbit Anti-Mouse Immunoglobulins/HRP, P0260 Kaninchen WB Dako, Glostrup, DK 
 Polyclonal Swine Anti-Rabbit Immunoglobulins/HRP, P0217 Schwein WB Dako, Glostrup, DK 
 Polyclonal Rabbit Anti-Goat Immunoglobulins/HRP, P0160 Kaninchen WB Dako, Glostrup, DK 
 Polyclonal Goat Anti-Mouse Immunoglobulins/Biotinylated, ED433 Ziege WB/ICC Dako, Glostrup, DK 
 Polyclonal Goat Anti-Rabbit Immunoglobulins/Biotinylated, ED432 Ziege WB Dako, Glostrup, DK 
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